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1 Einleitung 
1.1 Die bikuspide Aortenklappe 
1.1.1 Prävalenz 
Die bikuspide Aortenklappe (engl. bicuspid aortic valve, BAV) ist mit einer 
Prävalenz von 0,5 - 2 % die häufigste angeborene kardiale Anomalie 
(Roberts 1970; Hoffman und Kaplan 2002).  Die Geschlechterverteilung liegt 
dabei mit einem Verhältnis von 3:1 auf Seiten der Männer (Masri et al. 2017).  
Klinisch relevant ist die BAV aufgrund ihrer assoziierten kardiovaskulären 
Erkrankungen. Im Vordergrund stehen dabei die schwerwiegenden 
Krankheitsbilder der proximalen Aortendilatation und akuten Aortendissektion 
Typ A (Fedak et al. 2002). So haben BAV-Patienten ein circa achtfach höheres 
Risiko eine Aortendissektion zu erleiden, verglichen mit der Normalbevölkerung. 
Dazu kommt, dass die BAV-Patienten circa eine Dekade früher eine 
Aortendissektion erleiden (Larson und Edwards 1984; Roberts und Roberts 
1991; Michelena et al. 2011). Schon in pädiatrischen Patienten zeigten 
BAV-Träger signifikant größere Aortendimensionen im Vergleich zu Trägern 
einer trikuspider Aortenklappe (engl. tricuspid aortic valve, TAV) (Pees und 
Michel-Behnke 2012). 
Darüber hinaus ist die BAV mit einer erhöhten Prävalenz der 
Aortenisthmusstenose assoziiert, die wiederum die Entstehung von 
Klappendysfunktionen begünstigen kann (Ward 2000; Eleid et al. 2013). 
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1.1.2 Anatomie 
Die BAV zeichnet sich phänotypisch durch das Vorhandensein von nur zwei 
funktionellen Taschen aus. Eine genauere Einteilung der Klappenmorphologie 
beschrieben Sievers und Schmidtke. Für die Klassifizierung waren folgende 
Charakteristika von Bedeutung (Sievers und Schmidtke 2007):  
1) Anzahl der Raphen (die Raphe kennzeichnet den fusionierten Bereich 
zweier Taschensegel)  
2) Räumliche Anordnung der Taschen in Bezug auf die Koronarostien 
3) Funktionalität der Klappe 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der BAV-Typen nach Sievers und Schmidtke. 
Typ 0 gilt als „echte“ BAV aufgrund von nur zwei angelegten Taschen. Demnach hat dieser Typ 
keine Raphe und zwei gleich große Taschen. Die Einteilung in Subtypen erfolgt anhand der 
Lokalisation der Raphe(n) zu den Koronarostien.  Der BAV-Typ 1 ist am häufigsten vertreten. 
Hier sind die drei Taschen noch angedeutet. Je nach Lokalisation der Raphe zu den 
Koronarostien, konnten drei Subtypen klassifiziert werden (L-R, R-N und N-L). Der BAV-Typ 2 
kennzeichnet sich durch das Vorhandensein von zwei Raphen aus. Die gestrichelte Linie 
kennzeichnet die Raphe(n), die orangenen Punkte stellen die Koronarostien dar. 
L-R. Links-Rechts-Koronar, R-N. Rechts-Nichtkoronar, N-L. Nichtkoronar-Links, lat. lateral, 
ap. anterior-posterior (Sievers und Schmidtke 2007). 
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Abbildung 1 veranschaulicht schematisch die unterschiedlichen BAV-Typen. Die 
Anzahl der Raphen kennzeichnet den BAV-Typ. Der Typ 0 besitzt entsprechend 
keine Raphe und gilt mit nur zwei angelegten Taschen als „echte“ BAV. Je nach 
Anordnung der Taschen werden die Subtypen lateral (lat) und anterior-posterior 
(ap) unterschieden.  
Der Typ 2 kennzeichnet sich durch das Vorhandensein von zwei Raphen aus. 
Am häufigsten ist mit ca. 88 % der Typ 1 vertreten. Dieser besitzt entsprechend 
nur eine Raphe. Der Typ 1 konnte anhand der Orientierung der Raphe zu den 
Koronarostien in drei weitere Subtypen eingeteilt werden: Links-Rechts-Koronar 
(1 L-R), Rechts-Nichtkoronar (1 R-N) und Nichtkoronar-Links (1 N-L). Der 
L-R-Typ besitzt eine Raphe zwischen dem linken und rechten Koronarostium und 
kommt mit ca. 72 % als häufigster Subtyp vor (Jackson et al. 2011).  
Die Beziehung zwischen der proximalen Aortendilatation und des 
klappenmorphologischen Phänotyps wurde untersucht. So zeigte sich, dass im 
Vergleich zum 1 R-N-Typ Patienten mit einer 1 L-R-Fusion einen signifikant 
größeren Aortenwurzeldurchmesser und einen höheren Grad an 
histopathologischen Veränderungen in der Aortenwand aufweisen (Thanassoulis 
et al. 2008; Russo et al. 2008).  
Pathophysiologisch ist dies unter Einbeziehung der Erkenntnisse von Barker et 
al. nachvollziehbar, denn sie konnten nachweisen, dass bei der L-R-Fusion 
signifikant höhere Scherkräfte (engl. wall shear stress, WSS) auf die Aortenwand 
wirkten (Barker et al. 2012). Demnach kann eine Assoziation zwischen 
Klappenphänotyp und der Aortendilatation vermutet werden. 
1.1.3 Komplikationen 
BAV-Patienten sind prädestiniert für die Entwicklung von Erkrankungen der 
Klappe selbst – Aortenklappenstenose, Aortenklappeninsuffizienz, infektiöse 
Endokarditis, aber auch Erkrankungen der proximalen Aorta – Dilatation, 
Aneurysma oder im schlimmsten Fall Dissektion und Ruptur (Tzemos et al. 2008; 
Siu und Silversides 2010; Roman et al. 2017). 
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Aortenklappenstenose 
Eine häufige Komplikation bei BAV-Patienten ist die Aortenklappenstenose (AS).  
Diese zeigt zwar die gleichen Symptome (Belastungsdyspnoe, 
belastungsabhängige Angina pectoris, Synkopen) wie bei TAV-Patienten, ist 
aber mit einem früheren Auftreten und folglich mit einem frühzeitig notwendig 
werdenden chirurgischen Ersatz der Klappe assoziiert (Ward 2000). Neuere 
Studien belegen das Vorliegen einer AS bei BAV-Patienten mit einer Prävalenz 
von 22 % (Michelena et al. 2011; Roman et al. 2017). Die Progression der 
Stenose ist vor allem vom Alter abhängig. So lässt sich bei BAV-Patienten eine 
vermehrte Sklerosierung ab der zweite Lebensdekade und eine übermäßige 
Kalzifizierung der Aortenklappe ab der vierten Lebensdekade feststellen (Beppu 
et al. 1993). Zusätzlich zum Alter werden noch weitere potentielle Faktoren wie 
die Endotheldysfunktion, Inflammation und Klappenausrichtung diskutiert (Siu 
und Silversides 2010). 
 
Aortenklappeninsuffizienz 
Die Aortenklappeninsuffizienz (AI) entsteht beim erwachsenen BAV-Patienten 
meist durch eine Aortendilatation im Bereich der Aorta ascendens oder der 
Aortenwurzel. Bei Kindern mit einer BAV sind insbesondere ein prolabiertes 
Segel und der Zustand nach Endokarditis ursächlich für die Ausbildung einer AI 
(Siu und Silversides 2010). 
 
Infektiöse Endokarditis 
Neuere Studien schätzen die Inzidenz einer infektiösen Endokarditis (IE) bei 
BAV-Patienten mit 0,3 - 2 % pro Jahr ein (Tzemos et al. 2008). Trotz der niedrigen 
Inzidenz konnte ein 23fach erhöhtes Risiko für das Erleiden einer IE bei 
BAV-Patienten, verglichen mit TAV-Patienten, festgestellt werden (Michelena et 
al. 2016; Kiyota et al. 2017). Die BAV-Patienten sind bei der Vorstellung jünger 
und haben eine höhere Inzidenz eines perivalvulären Abszesses als 
TAV-Patienten (Mordi und Tzemos 2012). Häufig entwickelt sich nach 
überstandener Endokarditis eine AI, die meist auf Basis einer Segelperforation 
entsteht (Ward 2000). 
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1.1.4 BAV-assoziierte proximale Aortopathien 
Unter BAV-assoziierten Aortopathien versteht man Krankheitsentitäten, die die 
proximale Aorta betreffen. Dazu gehört zum Einen die Aortendilatation, die nach 
den aktuellen Leitlinien als eine Erweiterung des Durchmessers der 
aszendierenden Aorta > 40 mm definiert ist und zum Anderen die 
Aortendissektion, eine akut lebensbedrohliche Komplikation, die einen 
Intimaeinriss mit Folge einer intramuralen Blutung und anschließender 
Auftrennung der Aortenwandschichten darstellt (Erbel et al. 2014).  
Es wurde schon mehrfach eine Assoziation zwischen der Aortendilatation und 
dem Risiko einer Aortendissektion beschrieben (Coady et al. 1999; Davies et al. 
2002).  Demnach steigt die Inzidenz einer Aortendissektion beim BAV-Patienten 
von 0,03 % auf 0,5 %, wenn die Aorta auf > 45 mm dilatiert ist (Michelena et al. 
2015). Die scheinbar niedrige Inzidenz von Aortendissektionen lässt sich durch 
die aktuelle Leitlinien-basierten Therapiemöglichkeit des vorzeitigen 
Aortenersatzes erklären. 
Die Wichtigkeit der akuten Aortendissektion spiegelt sich in der Mortalitätsrate 
wider. Hagan et al. beschrieben die Gesamt-Krankenhausmortalität mit 27,4 % 
(Hagan et al. 2000). Aufgrund dieses beachtlich hohen Prozentsatzes 
beschäftigen sich viele Arbeitsgruppen um tiefergehendes Verständnis über die 
Entstehung und Einflussfaktoren von Aortendilationen und -dissektionen, um die 
diagnostischen und präventiven Maßnahmen zu optimieren. 
Es gibt derzeit zwei Hypothesen, wie es zur Entstehung aortaler Aneurysmen bei 
BAV-Patienten kommt: (1) die hämodynamische und (2) die genetische 
Hypothese. 
 
1 Alterierte Hämodynamik 
Es wird davon ausgegangen, dass durch die veränderte Klappenformation ein 
abnormaler Blutfluss durch die Aortenklappe entsteht. Dieser Blutfluss übt über 
einen langen Zeitraum eine vermehrte mechanische Belastung auf die proximale 
Aorta aus und könnte damit eine Aortendilatation initiieren oder vorantreiben.  
Einen Überblick verschafften Robicsek et al. mit einer Nachmodellierung von 
kryokonservierten BAVs, die in einem Linksherz-Modell untersucht worden sind. 
Dabei wurde festgestellt, dass die bikuspide Klappenmorphologie für eine 
atypische Bewegung und funktionelle Stenosierung der Klappe verantwortlich ist. 
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Dadurch entsteht ein asymmetrisches Flussmuster mit Ausbildung von 
Turbulenzen, die die BAV selbst und die Aortenwand mechanisch beanspruchen 
(Robicsek et al. 2004). Diese Turbulenzen ließen sich mit einem 4D-MRT 
darstellen und konnten als ein abnormaler helikaler Blutfluss charakterisiert 
werden, wie in Abbildung 2 zu sehen. Der Klappenphänotyp entschied dabei über 
die Orientierung des helikalen Blutflusses (Hope et al. 2008; Hope et al. 2010; 
den Reijer et al. 2010). Problematisch ist der helikale Blutfluss, da dieser zur 
Ausbildung von asymmetrisch wirkenden Scherkräften (engl. wall shear stress, 
WSS) auf die Aortenwand führt. Der WSS ließ sich ebenfalls im 4D-MRT 
quantifizieren und zeigte signifikant höhere Werte in den aszendierenden Aorten 
von BAV-Patienten (Barker und Markl 2011; Bieging et al. 2011; Hope et al. 
2011), unabhängig von der Klappenfunktion (Barker et al. 2012).  
 
 
Abbildung 2: 4D-MRT Flussmuster in der aszendierenden Aorta aus Weigang et al. 2008. 
Die Daten des 4D-MRT wurden computergestützt in ein 3D-Bild konvertiert. A: Physiologisches, 
vornehmlich laminares Flussmuster in der aszendierenden Aorta eines gesunden Probanden.    
B: Abnormales helikales Flussmuster direkt über der Aortenklappe mit Flussbeschleunigung in 
der rechten Wand der aszendierenden Aorta eines BAV-Patienten. Die Flussgeschwindigkeiten 
sind farbcodiert – blau: niedrigste Geschwindigkeit, rot: höchste Geschwindigkeit bis zu 1 m/s 
(Weigang et al. 2008). 
A 
B 
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Den direkten Zusammenhang zwischen WSS und Aortendilatation beschrieben 
Lehoux et al. Dabei vertraten sie die Annahme, dass durch chronischen WSS ein 
vaskuläres Remodeling hervorgerufen wird, um sich an die abnormalen 
Scherkräfte anzupassen (Lehoux und Tedgui 2003). Das Remodeling findet auf 
struktureller und funktioneller Ebene statt. 
In der strukturellen Modifikation spielen vor allem Matrixmetalloproteinasen 
(MMP) eine Rolle. Die MMPs sind für die Fragmentierung und Degradierung der 
elastischen Fasern in der Media verantwortlich. Normalerweise stehen die MMPs 
mit ihren Inhibitoren, den TIMPs (engl. tissue inhibitor of matrix 
metalloproteinases) im Gleichgewicht, können jedoch durch WSS getriggert 
werden. Eine indirekte Triggerung von MMPs geschieht über das ebenfalls durch 
WSS ausgeschüttete Stickstoffmonoxid (Tronc et al. 2000). Darüber hinaus 
stellten Fedak et al. eine Fibrillin-1-Defizienz in BAV-Patienten fest, die mit einer 
Erhöhung der MMP-Konzentration einhergeht (Fedak et al. 2003). Besonders die 
Subtypen MMP2 und MMP9 zeigten eine gesteigerte Aktivität bei BAV-Patienten, 
die sich histologisch in einem Integritätsverlust der extrazellulären Matrix (EZM) 
äußert. Folglich kommt es zu einer Zunahme des Aortendurchmessers bis der 
WSS abnimmt und sich so weit normalisiert, dass er keine weitere 
MMP-Freisetzung triggert (Tronc et al. 2000; Lehoux und Tedgui 2003; Boyum et 
al. 2004; Fedak et al. 2003).  
Die andere Ebene des Remodelings beschreibt funktionelle Modifikationen, die 
ebenfalls durch WSS auf die Aortenwand ausgelöst werden können. Diese 
Modifikationen handeln von intrazellulären Signalwegen, die über 
Transkriptionsfaktoren die Genexpression beeinflussen. Dank der heutzutage 
gängigen Methoden des DNA-Microarrays ist es möglich, ein umfassendes und 
differenziertes Genexpressionsmuster zu erstellen (Lehoux und Tedgui 2003). 
 
2 Genetischer Ursprung 
Es wird eine Vererbbarkeit der BAV angenommen und vermutet, dass auch die 
BAV-assoziierten Aortopathien einem genetischen Ursprung unterliegen 
könnten.  
Huntington et al. untersuchten Verwandte ersten Grades von 30 BAV-Patienten 
(n=186) mittels Echokardiographie und identifizierten 17 (9,1 %) bisher 
nicht-diagnostizierte BAVs, die elf Familien angehörten. Aufgrund dessen 
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vermutet man eine autosomal-dominante Vererbung der BAV mit unvollständiger 
Penetranz (Huntington et al. 1997). Eine familiäre Häufung konnten auch Cripe 
et al. feststellen und konstatierten eine 89 %ige Vererbbarkeit der BAV (Cripe et 
al. 2004). Neben der Vererbung gemäß der Mendelschen Gesetze, werden auch 
Veränderungen in Genen diskutiert, die in einer pathologischen Zellfunktion 
resultieren. Grundlegend sind die syndromalen von den sporadischen 
BAV-Fällen zu unterscheiden. Häufiger treten die nicht-syndromalen 
sporadischen Fälle auf (Giusti et al. 2017). Darüber hinaus konnten Martin et al. 
nachweisen, dass Mutationen der Gene in den Chromosomen-Regionen 18q, 5q 
und 13q zu der Anlage einer BAV und anderer kardiovaskulärer Malformationen 
führen (Martin et al. 2007).  
Ein weiteres Gen mit Assoziation zur BAV ist NOTCH1. NOTCH1 codiert für 
einen transmembranären Rezeptor, der durch intrazelluläre Signalwege in die 
Zelldifferenzierung involviert ist. Er spielt eine Rolle bei der Entwicklung der 
Aortenklappe. Garg et al. konnten im Mausmodell verdeutlichen, dass eine 
NOTCH1-Mutation zu Anomalien in der Morphologie der Aortenklappe führen 
und eine Kalzifizierung der Klappe induzieren kann (Garg et al. 2005). Eine 
weiterführende Studie von McKellar et al. konnte eine Überexprimierung von 
NOTCH1-Missense-Varianten bei BAV-Patienten mit Aortenaneurysma 
feststellen (McKellar et al. 2007). 
Trotz dieser Erkenntnisse ist es nach aktuellem Stand der Wissenschaft nicht 
möglich, ein einzelnes Gen zu benennen, das die Entwicklung der BAV und der 
assoziierten Aortopathie verursacht. Derzeit geht man von einem 
polygenetischen Pathomechanismus aus (Abdulkareem et al. 2013).  
1.1.5 Diagnostik 
Ein erster klinischer Anhaltspunkt in der Diagnostik der BAV liefert die 
Auskultation. Dabei kann sich eine bestehende Stenose oder Insuffizienz der 
BAV durch ein Herzgeräusch äußern (Siu und Silversides 2010; Ward 2000). Als 
Goldstandard gilt die transthorakale Echokardiographie (TTE). Diese Methode 
kann mit einer 92 %igen Sensitivität und 96 %igen Spezifität eine BAV 
nachweisen (Chan et al. 1999). In der apikalen Ebene imponiert die BAV mit nur 
zwei Taschensegeln, zwei Kommissuren und einer Koaptationslinie während der 
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Diastole. Des Weiteren können mit der TTE die Aortenklappenstenose 
und -insuffizienz sowie die Funktionalität der Klappe beurteilt werden. 
Limitationen ergeben sich jedoch bei stark kalzifizierten Klappen. Malaisrie et al. 
zeigten in einer Untersuchung einen signifikant hohen Anteil an BAV-Patienten 
mit stark kalzifizierten Klappen (29 %), die in der TTE nicht als solche 
diagnostiziert werden konnten. In der MRT konnten hingegen nur 3 % nicht 
diagnostiziert werden (Malaisrie et al. 2012). 
Ferner kann mit Hilfe der TTE die Dimensionen der proximalen Aorta evaluiert 
werden. Falls diese jedoch nicht hinreichend mit der TTE erfasst werden können, 
empfehlen die ESC-Leitlinien den Einsatz einer MRT oder CT.  Mithilfe dieser 
beiden Modalitäten können serielle Messungen des proximalen 
Aortendurchmessers durchgeführt werden. Dadurch ist die Progredienz der 
Aortendilatation sinnvoll zu überwachen (Erbel et al. 2014). 
1.1.6 Therapie 
Die therapeutischen Möglichkeiten für BAV-Patienten bewegen sich primär im 
interventionellen/operativen Bereich. Zu unterscheiden gilt der isolierte 
Aortenklappenersatz (AKE) vom isolierten proximalen Aortenersatz. Eine weitere 
Therapieoption ist der begleitende Ersatz der proximalen Aorta beim AKE. 
Der isolierte Aortenklappenersatz findet bei Aortenklappenstenose 
und -insuffizienz statt. 
Der operative Eingriff an der aszendierenden Aorta mit Aortenersatz dient als 
Präventionsmaßnahme für die Aortendissektion. Anhand des absoluten 
Aortendurchmessers, bzw. dessen jährlichen Zunahme, leitet sich unter 
Einbeziehung verschiedener Risikofaktoren die OP-Indikation ab. Diesbezüglich 
haben sich folgende OP-Indikationen für BAV-Patienten etabliert: 
a) Durchmesser der Aortenwurzel oder aszendierenden Aorta > 55 mm 
b) Durchmesser der Aortenwurzel oder aszendierenden Aorta > 50 mm 
+ Risikofaktoren (Aortenisthmusstenose, arterielle Hypertonie, familiäre 
Vorbelastung, Zunahme des Aortendurchmessers > 3 mm/Jahr) 
c) Durchmesser der Aortenwurzel oder aszendierenden Aorta > 45 mm, 
wenn ein chirurgischen Klappenersatz geplant ist, um eine Zweit-OP der 
Aorta ascendens zu vermeiden (Erbel et al. 2014). 
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Die Empfehlung des begleitenden Aortenersatzes bei AKE entstand auf 
Grundlage mehrerer Studien, die die Langzeitergebnisse des alleinigen AKE bei 
BAV-Patienten beobachteten. So stellten sie fest, dass trotz Implantation einer 
künstlichen Klappe die Aortendilatation zunahm und dass weiterhin das Risiko 
einer akuten Dissektion bestand (Russo et al. 2002; Borger et al. 2004; McKellar 
et al. 2010).  
 
Der isolierte Ersatz der Aorta ascendens lässt sich mittels unterschiedlicher 
OP-Methoden realisieren. Zu beachten gilt die Lokalisation der Dilatation. Wenn 
sich die Dilatation distal der Aortenwurzel manifestiert und der Sinus valsalva 
nicht betroffen ist, kann ein suprakommisuraler Aortenersatz durchgeführt 
werden (Della Corte et al. 2007; Etz et al. 2012). Sobald sich die Dilatation über 
Aorta ascendens und Aortenwurzel erstreckt, gilt es, ein anderes Verfahren zu 
wählen. Zu den möglichen Verfahren zählen die Operation nach Bentall und 
aortenklappenerhaltende Operationen nach David und Yacoub (Ziemer und 
Haverich 2010; Etz et al. 2012). 
1968 entwickelten Bentall et al. die sogenannte Bentall-OP. Die zu 
implantierende Prothese setzt sich aus einer Aortenklappe, Aortenwurzel und 
aszendierenden Aorta zusammen. Da das klappentragende Conduit an den 
Aortenanulus vernäht wird, kommt dieses Verfahren insbesondere bei 
Aortendilatationen mit Einbeziehung der Aortenwurzel (sog. anuloaortalen 
Ektasien) zum Einsatz  (Bentall und Bono 1968).  
An dieser Methode wurde die Reimplantation der Koronarostien modifiziert. Um 
diese spannungsfrei und sicher vor Aneurysmarezidiven zu gestalten, werden die 
Koronarostien nach der Button-Bentall-Methode zunächst exzidiert. Nach 
Fixierung der Prothese werden die Koronarostien End-zu-Seit mit dieser 
anastomosiert (Kouchoukos et al. 1991; Ziemer und Haverich 2010). In 
Abbildung 3 ist die Bentall-OP schematisch dargestellt. 
In Metaanalysen zeigte der Eingriff nach Bentall langfristig eine geringe Rate an 
Aortenwurzel-Reoperationen (durchschnittlich 0,46 %). Die Tendenz für das 
Auftreten von schweren Blutungen und thrombembolischen Ereignissen war 
hingegen gleichbleibend und streng assoziiert mit der Implantation einer 
mechanischen Klappe und der dadurch notwendigen oralen Antikoagulation 
(Mookhoek et al. 2016). 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Bentall-OP aus Ziemer und Haverich 2010. Bei 
der Bentall-OP wird der dilatierte Abschnitt der proximalen Aorta (Aortenwurzel und Aorta 
ascendens) reseziert, um durch ein klappentragende Conduit ersetzt zu werden. Dieses wird an 
den Aortenanulus genäht. Die nach der Button-Bentall-Methode resezierten Koronarostien 
werden End-Zu-Seit mit dem Conduit anastomosiert (Ziemer und Haverich 2010). 
 
Diese Komplikationen lassen sich durch den Einsatz von 
aortenklappenerhaltenden Operationen minimieren. Während das 
Aortenwurzelgewebe reseziert und durch eine Aortenprothese ersetzt wird, bleibt 
die Aortenklappe erhalten und wird in die Prothese implantiert. Diese 
Operationen sind für Patienten mit weitgehend funktionaler Aortenklappe oder 
einer AI anwendbar. Zu unterscheiden sind die Reimplantationstechnik nach 
David und die Remodellierungstechnik nach Yacoub, siehe Abbildung 4. In 
beiden Ansätzen wird zunächst das Aortenwurzelgewebe reseziert. Dabei bleibt 
die Aortenklappe, das Gewebe an den Klappenanheftungsrändern und die 
Kommissuren in situ. Bei der Remodelierungstechnik nach Yacoub wird die 
Prothese zungenförmig eingeschnitten und passend an die Kommissuren 
angenäht. Die Koronarostien werden in die Prothese reimplantiert (Sarsam und 
Yacoub 1993; Bechtel et al. 2006).  
Bei der Reimplantationstechnik nach David überstülpt die Prothese die in situ 
verbliebenen Aortenwurzelanteile und wird basal zirkulär angenäht. Die 
Kommissuren werden luminal mit der Prothese vernäht (David und Feindel 1992; 
Bechtel et al. 2006). 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Remodellierungstechnik nach Yacoub (1) und 
Reimplantationstechnik nach David (2) aus Bechtel et al. 2006. Die Techniken nach Yacoub 
und David sind aortenklappenerhaltende Verfahren und können eingesetzt werden, sofern die 
Aortenklappe keine funktionelle Abnormität zeigt. Bei der Remodellierungstechnik nach Yacoub 
(1) wird die Prothese zungenförmig präpariert, um passgenau mit den Klappenanheftungsrändern 
und Kommissuren vernäht zu werden. Die Koronarostien werden in die Prothese reimplantiert. 
Bei der Reimplantationstechnik nach David (2) wird die Prothese über die 
Klappenanheftungsränder und Kommissuren gestülpt und zirkulär mit der Aortenbasis vernäht. 
Die Koronarostien werden in die Prothese reimplantiert (Bechtel et al. 2006). 
 
1.2 RAGE und seine Liganden S100A6 und S100A12 
Der receptor for advanced glycation end-products (RAGE) ist ein 
transmembranärer Rezeptor. Er wurde erstmals 1992 von Neeper et al. auf der 
Oberfläche von Endothelzellen in der bovinen Lunge entdeckt und als Mitglied 
der Immunglobulin-Superfamilie klassifiziert. Seine Bezeichnung als ‚RAGE‘ 
basiert auf seiner Fähigkeit der Bindung von advanced glycation end-products 
(AGEs). AGEs sind nicht-enzymatisch glykierte Proteine, die im Alter und bei 
degenerativen Erkrankungen akkumulieren (Neeper et al. 1992). In den 
darauffolgenden Jahren wurden weitere Liganden von RAGE identifiziert, u.a. 
S100-Proteine, high-mobility group protein1 (HMGB1), Amyloid-ß-Protein und 
Phosphatidylserine. Durch die Vielfalt an möglichen RAGE-Ligand-Interaktionen 
entstehen unterschiedliche intrazelluläre Transduktionskaskaden, die Prozesse 
wie Inflammation, Zellmigration, Apoptose und Autophagie umfassen. Diese 
Transduktionskaskaden münden schlussendlich in die Pathomechanismen 
diverser Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, Morbus Alzheimer, Nieren-, 
Tumor- und kardiovaskuläre Erkrankungen (Xie et al. 2013).  
  
   
2 1 
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Branchetti et al. untersuchten BAV-Patienten hinsichtlich der 
Plasmakonzentration von sRAGE (soluble RAGE) und verglichen diese mit 
TAV-Patienten. Sie konnten eine Assoziation zwischen signifikant erhöhter 
sRAGE-Plasmakonzentration und dem Vorhandensein einer bikuspiden Klappe 
mit Aortopathie, unabhängig vom Aortendurchmesser, stellen. Das gab Anlass, 
RAGE als potentiellen, vom Aortendurchmesser unabhängigen Biomarker zu 
betrachten (Branchetti et al. 2014).  
Auf dieser Grundlage forschte die eigene Arbeitsgruppe an Aortengewebe von 
BAV- und TAV-Patienten mit der Frage, ob sich der signifikante Unterschied der 
Plasmakonzentration von RAGE auch in der Expression von RAGE im 
Aortengewebe widerspiegelt. Die Ergebnisse zeigten eine signifikant höhere 
Expression von RAGE und AGE im Aortengewebe von BAV-Patienten verglichen 
mit TAV-Patienten (untersucht von Frau Linda Heiser).  
Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, wie sich die Expression der 
anderen RAGE-Liganden in der Aorta von BAV- und TAV-Patienten verhält.  
Die S100-Proteine sind Kalzium-bindende Proteine und unterteilen sich zum 
gegenwärtigen Zeitpunkt in 24 Subtypen, die in unterschiedlichen Zelltypen 
exprimiert werden. Die Gene von 19 der 24 S100-Subtypen sind auf dem 
Chromosom 1q21 kodiert (Donato et al. 2013). Die Benennung dieser Proteine 
als ‚S100‘ erfolgte erstmals 1965 durch Moore et al. aufgrund ihrer Löslichkeit in 
100 %iger Ammoniumsulfatlösung (Moore 1965). Die S100-Proteine besitzen ein 
Molekulargewicht von 9 bis 13 kDa und liegen überwiegend in ihrer biologisch 
aktiven dimerisierten Form vor (Barger et al. 1992).  
Die Bindung von Kalzium geschieht über das Motiv der EF-Hand, bestehend aus 
zwei alpha-Helices (E- und F-Helix), die durch eine Schleife (Loop) miteinander 
verbunden sind. Damit ist das Motiv der EF-Hand durch eine 
Helix-Loop-Helix-Konfiguration charakterisiert, siehe Abbildung 5. Dabei agiert 
der Loop als kalziumbindendes Element. Typischerweise besitzt jedes 
S100-Protein-Monomer zwei Motive der EF-Hand, die durch eine sogenannte 
hinge-Region verknüpft sind. Daraus resultieren zwei mögliche Bindungsstellen 
für das Kalzium (Kligman und Hilt 1988; Donato 2001; Donato et al. 2013).  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der eines S100-Proteins von Pietzsch und 
Hoppmann 2009. Die Kalzium-bindenden Loops (EF-Hand) werden von alpha-Helices flankiert. 
Die hinge-Region verbindet Helix II mit Helix III (Pietzsch und Hoppmann 2009). 
 
S100-Proteine werden gewebespezifisch exprimiert. Durch Bindung von Kalzium 
an das Motiv der EF-Hand des S100-Proteins wird die Interaktion mit 
spezifischen Zielproteinen stimuliert. Diese Interaktionen sind vielfältig und 
beeinflussen intrazellulär u.a. die Zellproliferation und -differenzierung, 
Kalziumhomöostase und den Energiemetabolismus. Zusätzlich können einige 
S100-Proteine sekretiert werden und im extrazellulären Milieu in regulatorische 
Prozesse eingreifen. Dazu binden und aktivieren sie ihre korrespondierenden 
Oberflächenrezeptoren, u.a. RAGE und TLR4. Abgesehen von der 
Multifunktionalität im intra- und extrazellulären Raum, ist eine veränderte 
Expression bestimmter S100-Proteine bei diversen Krankheitsbildern zu 
beobachten. Dies könnte darauf hindeuten, dass die Induktion dieser Proteine 
als Zellantwort auf intervenierende Ereignisse, z.B. Stress, zurückzuführen ist 
(Donato et al. 2013). 
 
Die cDNA von S100A6 wurde erstmals 1984 in Zusammenhang mit dem 
Zellzyklus identifiziert. Bei der Induktion von ruhenden in proliferierende Zellen 
konnte eine Hochregulierung der S100A6-Expression registriert werden 
(Hirschhorn et al. 1984). Aus diesem Grund wird S100A6 heutzutage synonym 
mit Calcyclin (Cal steht für die Fähigkeit Kalzium zu binden, cyclin verdeutlicht 
die Verbindung zum Zellzyklus) verwendet. Darüber hinaus wurden weitere 
Faktoren identifiziert, die die S100A6-Expression hochregulieren. 
Hervorzuheben sind dabei Faktoren, die zu Zellstress führen. Eine erhöhte 
Expression von S100A6 konnten Breen et al. durch zyklisch-mechanische 
Dehnung von Fibroblasten feststellen (Breen et al. 1999).  
S100A6 spielt eine Rolle in der Apoptoseinduktion und -inhibition. Diese 
oppositionelle Wirkung ist vorrangig vom Zelltyp abhängig – während in 
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Neuroblastomzellen durch Bindung an RAGE eine Apoptose der Zelle ausgelöst 
wird, konnte eine Apoptoseinhibition in Myozyten beobachtet werden. Tsoporis 
et al. konnten nachweisen, dass eine S100A6-Überexpression die Apoptose in 
Myozyten auf unterschiedlichen Wegen begrenzt (Leclerc et al. 2007; Tsoporis 
et al. 2008). Einen Zusammenhang konnten sie außerdem zwischen dem 
Myokardinfarkt und der S100A6-Expression stellen, indem sie nach Induktion 
eines transmuralen Myokardinfarktes in Ratten eine erhöhte S100A6-Expression 
in der Periinfarktzone feststellten (Tsoporis et al. 2005). Diese Erkenntnis 
komplettierten Cai et al. mit der Aussage, dass die Infarktgröße mit der 
S100A6-Expression korreliert (Cai et al. 2011). Zudem wirkt sich die 
S100A6-Expression günstig auf das Hypertrophie-Verhalten der Myozyten aus. 
Die unerwünschte Hypertrophie des Myokards nach stattgehabten 
Myokardinfarkt wird durch eine hohe S100A6-Expression abgeschwächt 
(Tsoporis et al. 2014).  
Neben der Bedeutung von S100A6 in kardialen Erkrankungen, wurde seine Rolle 
u.a. in der Tumorgenese (Leśniak et al. 2009; Donato et al. 2017), in chronischen 
Nierenerkrankungen (Cheng et al. 2005; Ju et al. 2009) und in 
neurodegenerativen Erkrankungen (Hoyaux et al. 2002; Boom et al. 2004)  
nachgewiesen. 
S100A12, auch Calgranulin C genannt, wurde erstmals 1995 im Zytosol ruhender 
neutrophiler Granulozyten als ‚p6‘ identifiziert. S100A12 zeigte eine 
Translokation vom Zytosol zur Zellmembran nach Stimulierung der neutrophilen 
Granulozyten durch ein kalziumenthaltendes Stimulans (Guignard et al. 1995). 
Durch die Translokation kommt S100A12 seinen vorwiegend im extrazellulären 
Raum befindlichen Aufgaben näher. Als Antwort auf eine Inflammation, bei der 
u.a. TNF-α und IL-6 freigesetzt werden, wird S100A12 vermehrt von neutrophilen 
Granulozyten sezerniert. S100A12 fungiert dabei als ein so genanntes 
damage-associated molecular pattern (DAMP) und trägt damit zur angeborenen 
Immunabwehr bei (Pietzsch 2011). Dabei entfaltet es seine 
pro-inflammatorischen Eigenschaften insbesondere durch Bindung an 
RAGE-tragende Immunzellen. Die S100A12-RAGE-Interaktion setzt 
intrazelluläre Signalkaskaden in Gang, die letztendlich zur Produktion von 
Zytokinen und Adhäsionsmolekülen führen. Darüber hinaus besitzt S100A12 
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auch selbst chemotaktische Aktivität (Yang et al. 2001; Pietzsch und Hoppmann 
2009).  
Die Entstehung von Aortenaneurysmen wird zunehmend als ein multifaktorielles 
Geschehen betrachtet. Aus diesem Grund könnte S100A12 mit seinen 
vielfältigen Funktionen im Rahmen inflammatorischer Prozesse eine Rolle in der 
Entstehung von Aortenaneurysmen bis hin zur Aortendissektion spielen. Anlass 
zu dieser Annahme gaben die Forschungsergebnisse von Hofmann Bowman et 
al. Sie stellten fest, dass die Ausbildung von Aortenaneurysmen im Mausmodell 
mit einer erhöhten S10012-Expression assoziiert ist. Diesbezüglich zeigte die 
Aortenwand der Mäuse ein pathologisches Remodeling mit Degradation 
elastischer Fasern und der extrazellulären Matrix (Hofmann Bowman et al. 2010). 
Einen Zusammenhang zwischen erhöhter S100A12-Expression und 
Inflammation konnte schon in verschiedenen Krankheitszuständen 
nachgewiesen werden. Dazu zählen die rheumatoide und psoriatrische Arthtritis 
(Foell et al. 2003a), die zystische Fibrose (Foell et al. 2003c), das Kawasaki 
Syndrom (Foell et al. 2003d) und die chronisch-entzündlichen 
Darmerkrankungen (Foell et al. 2003b; Foell et al. 2008). Sidler et al. 
konstatierten sogar die fäkalen S100A12-Konzentration als praktikablen 
nicht-invasiven Screeningparameter für inflammatorische Darmerkrankungen 
beim Kind (Sidler et al. 2008). 
Des Weiteren spielt S100A12 in der Atherosklerose eine Rolle. Burke et al. 
stellten post mortem eine erhöhte Expression von S100A12 in den Zellen der 
glatten Gefäßmuskulatur (engl. vascular smooth muscle cells, VSMC) rupturierter 
Koronararterien-Plaques fest (Burke et al. 2004). Darauffolgende Studien 
konnten einen direkten Zusammenhang zwischen der Interaktion von S100A12 
mit RAGE bzw. TLR4 und der Entstehung von Atherosklerose feststellen. Durch 
die Ausschüttung von Zytokinen kommt es zu einer Mastzellrekrutierung und der 
Generierung von oxidativem Stress. Dies sind begünstigende Faktoren für die 
Atherogenese (Li und Sun 2007; Harja et al. 2008; Hofmann Bowman et al. 
2011). 
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2 Zielstellung der Arbeit 
Die proximalen Aortopathien, Aortendilatation und Aortendissektion, sind mit 
dem Vorhandensein einer bikuspiden Aortenklappe assoziiert. BAV-Patienten 
haben ein achtfach höheres Risiko für eine Aortendissektion als TAV-Patienten 
(Larson und Edwards 1984; Michelena et al. 2011). Die Ursache dieser Tatsache 
versuchte man mit den zwei relevanten Hypothesen (veränderte Hämodynamik 
vs. genetische Variation) zu erklären, jedoch gelang dies bis dato nicht 
hinreichend. Die OP-Indikation des proximalen Aortenersatzes beim 
BAV-Patienten leitet sich maßgeblich vom Aortendurchmesser ab (Erbel et al. 
2014). Um weitere relevante größenunabhängige Risikomarker der 
Aortendissektion bei BAV-Patienten zu identifizieren, ist man um das Verständnis 
der pathophysiologischen Veränderungen in den BAV-assoziierten Aortopathien 
bemüht. 
Kürzlich konnte die eigene Arbeitsgruppe eine erhöhte Expression an RAGE und 
seinem Liganden AGE im Aortengewebe von BAV-Patienten im Vergleich zu 
TAV-Patienten feststellen. Unter Einbezug weiterer Studien wird RAGE als ein 
Biomarker für die proximalen Aortopathien beim BAV-Patienten konstatiert. Dies 
gab dazu Anlass, weiteres Aortengewebe auf die Expression weiterer 
RAGE-Liganden zu testen. 
S100A6 und S100A12 sind Kalzium-bindende Proteine und gehören neben AGE, 
HMGB-1 und weiteren Proteinen zu den RAGE-Liganden. Sie übernehmen 
vielfältige Aufgaben im intra- und extrazellulären Raum. Es wird u.a. deren Rolle 
in der Atherogenese und bei der Aneurysmenbildung diskutiert  (Donato et al. 
2013).  
Das Ziel dieser Arbeit ist die Expression der S100-Proteine S100A6 und 
S100A12 in Aortenaneurysmen von BAV- und TAV-Patienten mit Hilfe 
molekularbiologischer Methoden zu untersuchen. Die Expression soll zudem in 
Zusammenschau mit dem Aortendurchmesser betrachtet werden um eine 
mögliche Korrelation zu identifizieren. Ferner werden die Aortenproben 
histomorphologisch untersucht, um strukturelle Veränderungen zwischen den 
beiden Gruppen zu beurteilen.   
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3 Materialien 
3.1 Geräte 
Gerät Hersteller 
Brutschrank Heracell™ 240 
 
Heraeus Instruments, Thermo 
Fisher Scientific; 
Dreieich, Deutschland 
BlueVertical 102 SERVA Electrophoresis GmbH; 
Heidelberg, Deutschland 
Epoch™ Microplate Spectrophotometer BioTek; 
Berlin, Deutschland 
Eppendorf-Pipetten Research® plus  
(1000 µl, 200 µl, 100 µl, 10 µl, 2,5 µl) 
Eppendorf Research, 
Hamburg, Deutschland 
Feinwaage Sartorius; 
Göttingen, Deutschland 
Fusion-FX7 Vilber Lourmat; 
Eberhardzell, Deutschland 
Gefrierschrank 
 
Liebherr, Premium, Bosch; 
Stuttgart, Deutschland 
Gewebeinfiltrationsautomat TP1020 Leica Camera AG; 
Wetzlar, Deutschland 
Ice Flaker BREMA®IceMakers; 
Milano, Italien 
Inkubator 1000 Heidolph Instruments GmbH; 
Schwabach, Deutschland 
Kipprollenmischer RS-TR05 Phoenix Instrument GmbH; 
Garbsen, Deutschland 
Kühlplatte EG1150C Leica Camera AG; 
Wetzlar, Deutschland 
Kühlschrank Siemens Home Appliance 
München, Deutschland 
Microtom HM 355S Thermo Fisher Scientific; 
Dreieich, Deutschland 
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Gerät Hersteller 
MR Hei-Standard Heidolph Instruments GmbH; 
Schwabach, Deutschland 
Paraffinausgießstation EG1150H Leica Camera AG; 
Wetzlar, Deutschland 
Paraffinstrecktisch HI1220 Leica Camera AG; 
Wetzlar, Deutschland 
pH-Meter VWR™ International 
Darmstadt, Deutschland 
pipetus® Hirschmann Laborgeräte GmbH; 
Eberstadt, Deutschland 
Polymax 1040 Heidolph Instruments GmbH; 
Schwabach, Deutschland 
PowerPac™Basic Bio-Rad Laboratories Inc.; 
München, Deutschland 
PowerPac™HC Bio-Rad Laboratories Inc.; 
München, Deutschland 
Reinwassersystem Lab Tower AFT 40 Thermo Fisher Scientific; 
Dreieich, Deutschland 
Thermomixer compact Eppendorf Research; 
Hamburg, Deutschland 
Tischzentrifuge 5417R Eppendorf Research; 
Hamburg Deutschland 
Tischzentrifuge 5424 Eppendorf Research; 
Hamburg, Deutschland 
Tischzentrifuge Sprout™ Heathrow Scientific® LLC; 
Illinois, USA 
TissueLyser II Qiagen; 
Hilden, Deutschland 
Vortex-Genie®2 Scientific Industries, Inc.; 
Bohemia, USA 
Wasserbad GFL® 1003 
 
Thermo Fisher Scientific; 
Dreieich, Deutschland 
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Gerät Hersteller 
Wasserbad HI1210 Leica Camera AG; 
Wetzlar, Deutschland 
 
 
3.2 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
96-Well-Platte Eppendorf Research; 
Hamburg, Deutschland 
Cellstar® Serologische Pipette Greiner Bio-One GmbH; 
Frickenhausen, Deutschland 
Fettstift Pink PAP Pen Mini Zytomed Systems; 
Berlin, Deutschland  
Human S100A12 ELISA Kit (ab213822) Abcam; 
Cambridge, UK 
Injekt® 2 ml B. Braun Melsungen AG; 
Melsungen, Deutschland 
Kit for S100 Calcium Binding Protein A6 
(S100A6) (SEB769Hu) 
Cloud-Clone Corp.; 
Texas, USA 
MENZEL-Deckgläser 24x60 mm Thermo Fisher Scientific; 
Dreieich, Deutschland 
MENZEL-Objektträger Superfrost Plus Thermo Fisher Scientific; 
Dreieich, Deutschland 
Microlance™ 3 Becton Dickinson GmbH; 
Heidelberg, Deutschland 
Pasteurpipetten Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
Pinzette Leica Camera AG; 
Wetzlar, Deutschland 
Pipettenspitzen (1000 µl, 200 µl, 10 µl) Greiner Bio-One GmbH; 
Frickenhausen, Deutschland 
Polypropylenröhrchen (50 ml, 15 ml) Nerbe plus GmbH; 
Winsen, Deutschland 
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Verbrauchsmaterial Hersteller 
PVDF 0,2 Transfermembran SERVA Electrophoresis GmbH; 
Heidelberg, Deutschland 
Reaktionsgefäße (5 ml, 2 ml, 1,5 ml, 
0,5 ml) 
Eppendorf Research; 
Hamburg, Deutschland 
RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit Qiagen; 
Hilden, Deutschland 
Skalpell B. Braun Aesculap AG; 
Tuttlingen, Deutschland 
WesternSure™ Pen LI-COR Biosciences; 
Bad Homburg, Deutschland 
Whatman®-Papier GE Healthcare; 
Braunschweig, Deutschland 
ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit 
(POLHRP-100) 
Zytomed Systems GmbH; 
Berlin, Deutschland 
 
 
3.3 Chemikalien 
Chemikalie Hersteller 
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich; 
München, Deutschland 
2-Propanol Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
4x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad Laboratories Inc.; 
München, Deutschland 
Acrylamid/Bisacrylamid (AA/Bis) SERVA Electrophoresis GmbH; 
Heidelberg, Deutschland 
Ammoniumpersulfat (APS) AppliChem GmbH; 
Darmstadt, Deutschland 
Antibody Diluent Zytomed Systems; 
Berlin, Deutschland 
BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific; 
Dreieich, Deutschland 
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Chemikalie Hersteller 
BlueBlock PF (10x) SERVA Electrophoresis GmbH; 
Heidelberg, Deutschland 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Thermo Fisher Scientific; 
Dreieich, Deutschland 
CV Mount Leica Camera AG; 
Wetzlar, Deutschland 
Essigsäure-N Buthylester Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
Essigsäure ROTIPURAN® 100%, p.a. Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol vergält ≥ 99,8% Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
Formalin 37% Carl Roth; 
Karlsruhe Deutschland 
Glycerol Sigma-Aldrich; 
München, Deutschland 
Glycin SERVA Electrophoresis GmbH; 
Heidelberg, Deutschland 
Methanol Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
Milchpulver Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) 
SERVA Electrophoresis GmbH; 
Heidelberg, Deutschland 
Natriumchlorid (NaCl) 0,9% B. Braun Melsungen AG; 
Melsungen, Deutschland 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
Paraffin Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
Pierce® RIPA Buffer Thermo Fisher Scientific; 
Dreieich, Deutschland 
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Chemikalie Hersteller 
Phosphatpuffer (PBS) (1x Dulbecco’s) 
Pulver 
AppliChem GmbH; 
Darmstadt, Deutschland 
Ponceau S Sigma-Aldrich; 
München, Deutschland 
RNA™later Qiagen; 
Hilden, Deutschland 
Roti®Plast Paraffin Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
Salzsäure ROTIPURAN® 37%, reinst Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
SERVALightVega SERVA Electrophoresis GmbH; 
Heidelberg, Deutschland 
SIGMAFAST™ 3,3‘-Diaminobenzidine 
tablets 
Sigma-Aldrich; 
München, Deutschland 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
(Tris) 
Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethanhydrochlorid (Tris-HCl) 
Carl Roth; 
Karlsruhe, Deutschland 
Tween®20 Sigma-Aldrich; 
München, Deutschland 
 
 
3.4 Antikörper 
3.4.1 Primärantikörper 
Antikörper Hersteller 
Kaninchen - IgG - anti-S100 alpha 6 - AK (monoklonal) 
ab181975 
Abcam; 
Cambridge, UK 
Kaninchen - IgG - anti-S100A12 - AK (polyklonal) 
ab37657 
Abcam; 
Cambridge, UK 
Kaninchen - IgG – anti - GAPDH - AK (polyklonal) 
ab9485 
Abcam; 
Cambridge, UK 
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3.4.2 Sekundärantikörper 
Antikörper Hersteller 
Goat Anti - Rabbit IgG 
#7074 
Cell Signaling Technology; 
Leiden, Niederlande 
HRP-Polymer des ZytoChem-Plus 
HRP Polymer-Kit 
Zytomed Systems GmbH; 
Berlin, Deutschland 
 
 
3.5 Software 
Software Anbieter 
Excel, Microsoft Office 2016 Microsoft Deutschland GmbH; 
Unterschleißheim, Deutschland 
Fusion Capt V16.07 Vilber Lourmat; 
Eberhardzell, Deutschland 
Gen5 BioTek; 
Berlin, Deutschland 
ImageJ (Version 1.46r) Fiji 
Pannoramic Viewer 1.15.4 3DHISTECH; 
Budapest, Ungarn 
Power Point, Microsoft Office 2016 Microsoft Deutschland GmbH; 
Unterschleißheim, Deutschland 
Word, Microsoft Office 2016 Microsoft Deutschland GmbH; 
Unterschleißheim, Deutschland 
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4 Methoden 
4.1 Patientenpopulation 
Die Studie wurde von der Ethikkomission der medizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig genehmigt (Antrags-Nummer: 177/15-ek). 
Alle Patienten wurden vor der Operation am Herzzentrum Leipzig aufgeklärt und 
erteilten ihre schriftliche Einwilligung. Es wurden 85 Patienten in die Studie 
inkludiert, die entsprechend ihres Klappenphänotyps in folgende Gruppen 
unterteilt wurden: die Gruppe 1 bestand aus Patienten mit einer bikuspiden 
Aortenklappe und Gruppe 2 setzte sich aus Patienten mit einer trikuspiden 
Aortenklappe zusammen. 
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4.2 Einbetten der Aortenproben in Paraffin 
Während der Operation des thorakalen Aortenersatzes wurde der 
aneurysmatische Abschnitt reseziert und schnellstmöglich in gekühlte 
NaCl-Lösung überführt. Der Transport ins Labor erfolgte auf Eis. Das 
Aortengewebe wurde in folgende Abschnitte präpariert, dargestellt in den 
Abbildungen 6 und 7. 
 
 
Abbildung 6: Reseziertes humanes Aortengewebe. Die Einteilung der Aorta erfolgt in eine 
konkave (K) und konvexe (V) Seite. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Schematische Darstellung der aufgeklappten Aorta nach einem Längsschnitt. 
Der konkave (K) und konvexe (V) Abschnitt wurden zur weiteren Probenverarbeitung entnommen. 
Der A- und D-Abschnitt wurden zu Aorta-Pool-Proben weiterverarbeitet.  
Clip 
V-Seite 
(konvex) 
K-Seite 
(konkav) 
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Jeweils zwei präparierte Gewebestücke der konkaven (K) und konvexen (V) 
Seite wurden in eine Kassette überführt und für 24 bis 48 Stunden in 4 %igem 
Formalin fixiert. Die restlichen Gewebestücke wurden in Reaktionsgefäße 
bei -80 °C gelagert. Die Kassetten wurden mittels Gewebeinfiltrationsautomaten 
(Leica TP1020) in zwölf aufeinanderfolgenden Schritten fixiert, entwässert, 
geklärt und letztendlich mit Paraffin infiltriert (s. Tabelle 1). 
 
Tabelle 1: Programmablauf der Einbettung in Paraffin im Gewebeinfiltrationsautomaten. 
 
Am nächsten Tag folgte die Paraffineinbettung (Leica EG 1150 H). Dabei wurden 
die mit infiltrierten Gewebeproben enthaltenen Kassetten mit flüssigem Paraffin 
befüllt und auf der Kühlplatte (Leica EG 1150 C) ausgehärtet, so dass die 
Paraffinblöcke am HM 355S Mikrotom (Thermo Fisher Scientific) in 2 µm dünne 
Gewebeschnitte geschnitten werden konnten. Die feinen Gewebeschnitte 
wurden im Streckbad (Leica HI1210) geglättet, so dass sie optimal auf dem 
Objektträger zu liegen kommen. Daraufhin trockneten die Schnitte über Nacht 
auf einer Wärmeplatte (Leica HI1220) und wurden bis zur Durchführung der 
Färbungen bei Raumtemperatur gelagert. 
 
 
Lösungen Dauer in Stunden 
1 Ethanol 30 % 2 
2 Ethanol 50 % 2 
3 Ethanol 70 % 2 
4 Ethanol 80 % 2 
5 Ethanol 96 % 2 
6 Isopropanol 2 
7 Isopropanol 2 
8 Essigsäure-N Buthylester 2 
9 Essigsäure-N Buthylester 2 
10 Paraffin 2 
11 Paraffin 2 
12 Paraffin 2 
 
24 h Laufzeit 
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4.3 Hämatoxylin-Eosin(HE)-Färbung 
Die HE-Färbung gilt als Übersichtsfärbung und setzt sich aus zwei 
Einzelfärbungen zusammen. Sie ermöglicht die morphologische Untersuchung 
von Gewebeschnitten. Das Hämalaun sorgt dabei für die blaue Anfärbung aller 
sauren Strukturen. Dazu gehören u.a. die Zellkerne. Das Eosin färbt hingegen 
die basischen Strukturen rot an, u.a. Zytoplasmaproteine. 
Die Gewebeschnitte wurden zunächst in Xylol I und Xylol II für je zehn Minuten 
entparaffiniert. Die Hydrierung erfolgte über eine absteigende Alkoholreihe 
(Isopropanol, 100 %igem, 90 %igem, 80 %igem, 70 %igem Ethanol) für jeweils 
fünf Minuten und wurde beendet mit einem zwei-minütigen Verweilen in Aqua 
dest. Die erste Teilfärbung wurde für zehn Minuten in Hämalaun, gefolgt von 
15-minütigem Waschen unter warmem Leitungswasser, durchgeführt. Nach 
kurzem Eintauchen in Aqua dest., wurde die zweite Teilfärbung in 1 %igem Eosin 
durchgeführt mit einer Dauer von 15-30 Sekunden. Hinzugefügt wurde 
ein Tropfen Eisessigsäure. Nach der zweiten Teilfärbung wurden die 
Gewebeschnitte kurz in Aqua dest. gespült und mit Hilfe einer aufsteigenden 
Alkoholreihe (70 %igem und 2x 96 %igem Ethanol jeweils kurzes Eintauchen, 
Isopropanol für fünf Minuten) dehydriert und schlussendlich eingedeckt. 
 
4.4 Mikroskopische Auswertung der HE-Färbung 
Die HE-gefärbten Aortenschnitte wurden im Anschluss gescannt und mit der 
Software Pannoramic Viewer begutachtet. Um die Gewebeschnitte systematisch 
auswerten zu können, wurde das innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe 
entwickelte semiquantitative Auswertungsschema verwendet (s. Tabelle 2). 
Dabei spiegeln sich die Charakteristika der einzelnen Aortenschnitte in einem 
Punktwert wider, wodurch eine Quantifizierung mit anschließender statistischer 
Auswertung möglich wurde. Der Grundgedanke dieser Untersuchung baut auf 
die bisherigen Erkenntnisse  über pathologische Veränderungen in den 
Wandschichten bei Aortendilatation auf (Collins et al., 2008; Heng et al., 2015). 
Die Beurteilung der Gesamtstruktur der Aorta wurde mit einer fünffachen 
Vergrößerung durchgeführt, wohingegen die einzelnen Wandschichten mit einer 
20-fachen Vergrößerung untersucht wurden. 
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Tabelle 2: Auswertungsschema der HE-Färbung. Dieses Auswertungsschema ist eine 
etablierte Methode der eigenen Arbeitsgruppe und wurde an dieser Stelle übernommen. Beurteilt 
wurden die Kriterien Gesamtstruktur der Aorta, Breite der Intima, arteriosklerotische 
Veränderungen und Struktur der Media. Die Probe wurde dazu in 20-facher und fünffacher 
Vergrößerung untersucht und einem passenden Punktwert zugeordnet. 
Kriterium Qualitative Beschreibung Punktwert 
Gesamtstruktur 
der Aorta 
Normgerechte Struktur  
(3-Schichtung, Größenverhältnisse erhalten) 
0 
Struktur pathologisch  
(keine 3-Schichtung mehr erkennbar, 
Größenverhältnisse nicht mehr erhalten) 
1 
Breite der Intima Normgerecht 0 
Verbreitert  
(als Ausdruck pathologischer Veränderungen) 
1 
Arteriosklerotische  
Veränderungen  
Keine Anzeichen einer Arteriosklerose 0 
Schaumzellen sind vorhanden 1 
Fibröse Plaques  
(Schaumzellen mit Vermehrung der glatten 
Muskelzellen) 
2 
Komplizierte Läsion  
(Kristalle eingelagert, Aufbrechen der Intima) 
3 
Struktur der  
Media 
Normgerechte Media  
(elastische Lamellen konzentrisch angeordnet, 
regelmäßig, keine Auflockerungen) 
0 
Auflockerungen, aber Grundstruktur noch erhalten 1 
Grundstruktur völlig aufgehoben 2 
 
In Tabelle 3 sind repräsentative Präparate dargestellt, die qualitativ jeweils dem 
danebenstehenden Punktwert entsprechen. Dies dient der Verdeutlichung des 
oben beschriebenen Bewertungsschemas. 
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Tabelle 3: Bewertungsverfahren der HE-Färbung. Dargestellt sind exemplarische HE-gefärbte 
Aortenschnitte, eingeteilt nach den in Tabelle 2 beschriebenen Bewertungskriterien. Angefertigt 
wurden die histologischen Bilder zur Veranschaulichung in einer dreifachen Vergrößerung. Der 
Maßstabsbalken entspricht 500 µm. Die Zellkerne sind blau-schwarz gefärbt, das Zytoplasma 
erscheint rosa-rot.   
Kriterium Punktwert Exemplarische  
Fotodokumentation 
Gesamtstruktur der 
Aorta 
0 
 
1 
 
Breite der Intima 0 
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Kriterium Punktwert Exemplarische  
Fotodokumentation 
1 
 
Arteriosklerotische  
Veränderungen  
0 
 
1 
 
2 
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Kriterium Punktwert Exemplarische  
Fotodokumentation 
3 
 
Struktur der  
Media 
0 
 
1 
 
2 
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4.5 Immunhistochemische Färbung 
Die immunhistochemische Färbung dient der Visualisierung von spezifischen 
Gewebe- bzw. Zellantigenen. Dazu wurde das ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit 
benutzt. Dieses Kit nutzt das Prinzip der Antigen-Antikörper-Reaktion, dargestellt 
in Abbildung 8: Ein Primärantikörper bindet zunächst spezifisch an das Epitop 
der Gewebeprobe. Infolgedessen bindet ein Enzym-gekoppelter 
Sekundärantikörper an den Primärantikörper. Nach Hinzugabe eines Substrates 
kommt es zu einer Enzym-Substrat-Reaktion, die das Vorhandensein des 
spezifischen Proteins beweist.  
 
 
Abbildung 8: Schematische Darstellung der Antigen-Antikörper-Reaktion. Der 
Primärantikörper bindet spezifisch an das Epitop eines Antigens. Der Enzym-gekoppelte 
Sekundärantikörper bindet an den Primärantikörper. Die Hinzugabe eines Substrates 
(DAB = 3,3‘-Diaminobenzidin) initiiert eine Enzym-Substrat-Reaktion, die zu einem braunen 
Farbniederschlag am Ort des Antigens führt und dieses indirekt sichtbar macht. 
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Zu Beginn wurden die in Paraffin eingebetteten Schnittpräparate zwei Mal für je 
zehn Minuten in Xylol entparaffiniert und nachfolgend in einer absteigenden 
Alkoholreihe (Isopropanol, 100 %igem, 90 %igem, 80 %igem, 70 %igem Ethanol, 
Aqua dest.) für je fünf Minuten rehydriert. Daraufhin wurden die Schnittpräparate 
mit dem HIER T-EDTA Buffer 9,0 behandelt im Rahmen des sogenannten 
Heat Induced Epitope Retrieval (HIER). Dieses Verfahren dient der thermischen 
Epitop-Demaskierung, wodurch diese für den Primärantikörper besser 
zugänglich werden. Als HIER-Verfahren wurde ein Wasserbad verwendet. Der 
HIER T-EDTA Buffer 9,0 wurde in diesem auf 95 °C erwärmt und anschließend 
in eine Küvette mit den Schnittpräparaten gefüllt. Die Küvette mit den 
Schnittpräparaten wurde im Wasserbad für 20 Minuten bei 95 °C inkubiert und 
darauffolgend 20 Minuten abgekühlt. 
Die Gewebeschnitte wurden schließlich nach dem folgenden Protokoll 
(Tabelle 4) in einer Feuchtkammer gefärbt: 
 
Tabelle 4: Protokoll der immunhistochemischen Färbung. 
Arbeitsschritt Dauer 
1 Peroxidblock (3 % H2O2-Lösung) 10 min 
2 Waschen mit Waschpuffer  1 x 2 min 
3 Blocking Solution (Proteinblock, Reagent 1) 5 min 
4 Waschen mit Waschpuffer 1 x 2 min 
5 Primärantikörper bzw. Negativkontrolle 60 min 
6 Waschen mit Waschpuffer  3 x 5 min 
7 PostBlock (Reagent 2) 20 min 
8 Waschen mit Waschpuffer 3 x 5 min 
9 HRP-Polymer (Reagent 3)  30 min 
10 Waschen mit Waschpuffer 3 x 2 min 
11 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB)  ca. 5 min 
12 Stoppen der Reaktion mit Aqua dest.  
13 Gegenfärben und Bläuen  
14 Eindecken  
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Durch den Peroxid-Block wird die endogene Peroxidase im Gewebeschnitt 
inaktiviert und somit einer späteren unerwünschten Hintergrundfärbung 
entgegengewirkt. Ebenso minimiert die Blocking Solution eine 
Hintergrundfärbung, da diese eine unspezifische Bindung der Primär- und 
Sekundärantikörper verhindert. Der Primärantikörper wurde für 60 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das darauffolgende sogenannte PostBlock dient als 
Verstärkungsreagenz. Die Inkubation des Sekundärantiköpers erfolgte für 
30 Minuten. Die verwendeten Antikörper mit entsprechender Verdünnung sind 
Tabelle 5 zu entnehmen. Sobald die Chromogenlösung aufgetragen wurde, 
reagiert diese enzymatisch mit der Peroxidase der gebundenen HRP-Polymere. 
Im Falle von 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) bildet sich demnach ein dunkelbrauner 
Farbniederschlag am Ort der Bindung des Primärantikörpers. Der 
Farbniederschlag wurde mikroskopisch kontrolliert und mit Aqua dest. 
unterbrochen, sobald die gewünschte Farbintensität erreicht wurde. Eine 
unspezifische Bindung des Primärantikörpers wurde ausgeschlossen durch das 
Mitführen einer Negativkontrolle. Dazu wurde ein Gewebeschnitt ausschließlich 
mit dem Sekundärantikörper inkubiert. 
 
Tabelle 5: Für die immunhistochemischen Färbungen verwendete Antikörper und deren 
Verdünnung. 
Primärantikörper Sekundärantikörper 
Anti-S100A6  
(Kaninchen IgG monoklonal) 
1:400 (in Zytomed Antibody Diluent) HRP-Polymer 
(gebrauchsfertig) Anti-S100A12  
(Kaninchen IgG polyklonal) 
1:100 (in Zytomed Antibody Diluent) 
 
 
 Methoden 
36 
 
4.6 Mikroskopische Auswertung der Immunhistochemie 
Die immunhistochemisch gefärbten Präparate wurden am Mikroskop Primovert 
(Zeiss) begutachtet und anschließend gescannt und mittels der Software 
Pannoramic Viewer und ImageJ / Fiji ausgewertet. 
Jedes Präparat wurde nach folgenden Kriterien ausgewertet: 
- Vorhandensein von S100A6 und S100A12 
- Verteilung von S100A6 und S100A12 (Intima, Media, Adventitia) 
Zu jedem Präparat wurden mit Hilfe des Programms Pannoramic Viewer drei 
Aufnahmen gemacht, um in diesen die Intensität des Chromogens via reziproker 
Intensität zu quantifizieren mittels des Programms ImageJ (Nguyen et al. 2013). 
Dies ist beispielhaft in Abbildung 9 dargestellt. Aus diesen drei Werten wurde der 
Mittelwert berechnet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Verteilung beider Proteine ließ sich durch die o.g. Chromogenquantifizierung 
in den separaten Wandschichten beurteilen. Dazu wurde die 
Chromogenintensität der Tunica adventitia auf die der Intima und Media bezogen 
und folgend der prozentuale Anteil berechnet. 
 
Abbildung 9: Beispielhafte Darstellung der immunhistochemischen Auswertung. Die 
Chromogenintensität der immunhistochemisch-gefärbten Präparate wurde in drei 
verschiedenen Bereichen quantifiziert und anschließend gemittelt.  
 Methoden 
37 
 
4.7 RNA-Isolation 
Um die RNA der Aortenproben für Genexpressionsanalysen zu isolieren, wurde 
das RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen) verwendet. Dieses eignet sich für 
Gewebearten bestehend aus großen Mengen von Bindegewebe und kontraktilen 
Proteinen. Das Kit ermöglicht die Isolation von RNA mit mehr als 
200 Nukleotiden. 
Zu Beginn wurde das in RNAlater™-Reagenz stabilisierte Aortengewebe auf 
10 mg abgewogen und mit 300 µl Puffer RLT im Tissue Lyser II (Qiagen) für 
vier Minuten mit einer Frequenz von 20/s homogenisiert. Die Lysate wurden mit 
jeweils 590 µl RNase-Free Water verdünnt und anschließend wurde 10 µl 
Proteinase K-Lösung hinzugefügt und im Wasserbad für zehn Minuten bei 55 °C 
inkubiert. Anschließend wurden die Reaktionsgefäße für drei Minuten bei 
10000 x g zentrifugiert und der Überstand wurde in ein neues 
1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und mit 500 µl 96 %iges Ethanol aufgefüllt. Nun 
wurden 700 µl der Probe in ein neues 2 ml-Reaktionsgefäß transferiert, welches 
ein RNeasy Mini spin column beinhaltet. Das Lysat wurde für 15 Sekunden bei 
8000 x g durch die RNeasy Mini spin column zentrifugiert, wobei die RNA an die 
Silica-Membran bindet. In den weiteren Arbeitsschritten wurde die Membran 
ausgiebig gewaschen, um sie von DNase und anderen Kontaminanten zu 
befreien. Dazu wurde die DNase I-Lösung nach Herstellerangaben gemischt und 
für 15 Minuten auf der Membran inkubiert. Nach Hinzugabe von 350 µl 
Buffer RW1 erfolgte eine 15-sekündige Zentrifugation bei 8000 x g, ebenso nach 
Hinzugabe von 500 µl Buffer RPE. Im letzten Schritt wurde die RNA mit 50 µl 
RNase-Free Water und nachfolgender Zentrifugation von der Silica-Membran 
eluiert.  
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4.8 Microarray Analyse 
Bei diesem Verfahren handelt es sich um ein molekularbiologisches Verfahren. 
Dabei wird, ausgehend von isolierter RNA, cDNA (complementary DNA) 
synthetisiert und fluoreszenzmarkiert, die im nächsten Schritt an den Gensonden 
des Microarrays hybridisiert. Die chemisch synthetisierten Gensonden setzt sich 
aus der bekannten Sequenz der zu untersuchenden Gene zusammen und sind 
auf dem Microarray an bestimmten Positionen lokalisiert. Mit Hilfe eines 
Fluoreszenz-Scanners lässt sich der Ort der Hybridisierung identifizieren und die 
Fluoreszenzsignale quantifizieren. Letztendlich kann die Expression und Aktivität 
einzelner Gene gemessen und analysiert werden. 
Nach der RNA-Isolation wurde die Qualität der RNA in einer elektrophoretischen 
Analyse kontrolliert unter Benutzung des RNA 6000 Pico Kits (Agilent 
Technologies) und dem 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Die RNA 
integrity number (RIN) wurde auf einer Skala von 1-10 angegeben, auf der 1 für 
eine geringe RNA-Integrität und 10 für eine hohe RNA-Integrität steht. Die RIN 
der verwendeten RNA Proben lag zwischen 3,2 und 9,3. Bei dieser Untersuchung 
wurden vier von 20 eingeschickten Proben aussortiert. 
Die Synthese von fluoreszierender cDNA, mit Hilfe des WT primers (oligo-dT 
primer-Mischung), und dessen Markierung mit Cyanin 3-CTP (Cy3) erfolgte mit 
dem Low Input QuickAmp Labeling Kit (Agilent Technologies). 
Für die Hybridisierung der markierten cDNA auf das 8x60K Microarray wurde das 
Aligent Gene Expression Hybridization Kit (Aligent Technologies) verwendet. 
Gemäß dem Protokoll wurde dieser Vorgang in einem Hybridisierungsofen 
(Agilent) bei 65 °C für 17 Stunden durchgeführt. Folgend wurden die Microarrays 
zweimal für je eine Minute gewaschen: Zuerst wurde der Agilent Gene 
Expression Wash Buffer 1 (Raumtemperatur) verwendet, abschließend der Gene 
Expression Wash Buffer 2 (37 °C). Nach dem Waschen wurden die 
Fluoreszenssignale auf den Microarrays mit Hilfe des SureScan Microarray 
Scanner (Agilent Technologies) detektiert und gescannt.  
Die Fluoreszenzsignale der BAV- und TAV-Proben wurden gemittelt. Die 
Mittelwerte wurden genutzt, um das Expressions-Verhältnis des zu 
untersuchenden Gens (engl. Gene of Interest, GOI) zwischen diesen beiden 
Gruppen zu bestimmen. Das Expressions-Verhältnis wird durch den Fold 
Change (FC) beschrieben. Mit dem FC lässt sich demnach eruieren, ob das GOI 
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in der Testgruppe verglichen zur Kontrollgruppe hoch- oder runterreguliert ist. So 
beträgt der FC = 1, wenn sich die Expression des GOI in den Proben nicht 
unterscheidet. Eine erhöhte Expression des GOI in der BAV-Gruppe würde sich 
mit einem FC > 1 äußern, eine verminderte Expression mit einem FC zwischen 
1 bis 0. Aus Gründen der besseren Praktikabilität wurde der Logarithmus zur 
Basis 2 (log2) verwendet (1). Mit dieser Rechenoperation lässt sich der FC und 
somit das Expressions-Verhältnis veranschaulichen. 
 𝑙𝑜𝑔$𝐹𝐶 = ( 𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙	(𝐺𝑒𝑛1234)	𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙	(𝐺𝑒𝑛678497::)	; 
 
Somit würde sich kein Unterschied in der Expression des GOI im Verhältnis zur 
Kontrollprobe mit dem Wert log2FC = 0, eine Hochregulierung mit log2FC > 0 und 
eine Herabregulation eines Gens mit log2FC < 0 darstellen.  
 
Zur Visualisierung der Daten wurden sog. Heat Maps erstellt. Der dazu 
berechnete Z-Score repräsentiert die Signalstärke eines Gens in einer Probe im 
Verhältnis zum berechneten Mittelwert von allen Proben (2).   
 𝑍 = 	 (𝐺𝑒𝑛𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 − 𝑀)𝑜  
 
 
Der Z-Score ist negativ (blau), wenn die Signalstärke eines Gens in der Probe 
niedriger ist, als die mittlere Signalstärke des Gens. Wenn die Signalstärke eines 
Gens in der Probe jedoch über die mit mittlere Signalstärke liegt, ist der Z-Score 
positiv (rot). 
 
Die RNA-Markierung, Hybridisierung und das Scannen der Microarrays wurde 
von Oaklabs (Henningsdorf, Deutschland) durchgeführt. Die Rohdaten der 
gescannten Arrays wurden als txt-Daten gespeichert und die Signale wurden 
Quantil-normalisiert unter Benutzung der DirectArray Software (OakLabs, 
Hennigsdorf). Die statistische Analyse wurde durch OakLabs durchgeführt.  
 
(1) 
Z = Z-Score 
M = Mittelwert 
O = Standardabweichung 
(2) 
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4.9 Quantitative Proteinbestimmung 
4.9.1 Herstellung von Gewebelysaten / Proteinextraktion 
Zur Isolierung der zellulären Proteine wurde das Aortengewebe lysiert. Zunächst 
wurden das Gewebe auf 30-50 mg abgewogen und mit kaltem PBS gewaschen. 
Hinzugegeben wurden jeweils 200 µl RIPA-Puffer und 2 µl Proteaseinhibitor (für 
den Western Blot), bzw. 400 µl PBS (für die Enzyme-linked Immunosorbent 
Assays) und eine Lysierkugel. Die Lyse erfolgte im TissueLyser II (Qiagen) für 
fünf Minuten mit einer Frequenz von 30/s. Für die Western Blot-Lysate wurden 
weitere 200 µl RIPA-Puffer und 2 µl Proteaseinhibitor hinzugefügt. Die 
entstandenen Gewebelysate wurden daraufhin für zehn Minuten bei 4 °C und 
14000 x g pelletiert. Der Überstand, bestehend aus löslichen Proteinen, wurde in 
ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Das Pellet wurde verworfen. Die 
Proteinkonzentration wurde mit einem Bicinchoninic-Acid Protein Assay (BCA) 
bestimmt. 
4.9.2 Proteinkonzentrationsbestimmung  
Die Proteinkonzentration im Gewebelysat wurde mithilfe des Bicinchoninic-Acid 
Protein Assays (BCA) bestimmt. Bei der BCA-Reaktion kommt es im ersten 
Reaktionsschritt, nach Hinzugabe des Proteins, zu einer Reduktion des 
zweiwertigem Kupferion zu einem einwertigen Kupferion (Biuret-Reaktion). Im 
zweiten Reaktionsschritt bildet sich aus einem Kupferion und zwei 
Bicinchoninsäure-Moleküle ein Chelatkomplex, wobei es zur Bildung eines 
violetten Reaktionsprodukts kommt, dessen Absorption photometrisch bei 
526 nm messbar ist (Smith et al. 1985). Die Intensität der Färbung und die 
Proteinkonzentration der eingesetzten Proben verlaufen in etwa linear 
zueinander. Dazu wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher 
Scientific) verwendet.  
Zunächst wurde aus dem bovinen Serumalbumin (BSA-) Standard eine 
Verdünnungsreihe (2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125; 0,025 mg/dl) hergestellt, die 
im Nachhinein als Eichgerade dient anhand der die Proteinkonzentration der 
Proben ermittelt werden kann. Der BSA-Standard wurde in eine 96-Well-Platte 
Standard pipettiert. Die Proben wurden 1:10 mit dem Lysierpuffer (PBS oder 
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RIPA-Puffer) verdünnt und jeweils 20 µl in die 96-Well-Platte pipettiert. Der 
Standard wurde als Duplikat, die Proben als Triplikat aufgetragen. Pro Well 
wurden 200 µl der BCA-Arbeitslösung hinzugegeben, ebenso in die 
Standardreihe. Für die BCA-Arbeitslösung wurde BCA-Reagenz A in einem 
Verhältnis von 50:1 zu Reagenz B gemischt. Nach Hinzugabe der 
BCA-Arbeitslösung wurde die Platte abgedichtet und für 30 Minuten bei 37 °C 
inkubiert. Die Absorption wurde im Epoch™ Microplate Spectrophotometer 
gemessen und anhand der Standardreihe und der daraus resultierenden 
Gleichung konnte die Proteinkonzentration der Proben ermittelt werden. 
Daraufhin wurden die Lysate für die SDS-PAGE und Western Blot mit dem 
entsprechenden Lysierpuffer auf 1 µg/µl normalisiert. 
4.9.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) 
Diese Methode dient zur Auftrennung von Proteingemischen. Dafür wurden zum 
einen Gradientengele (Fertiggele) mit aufsteigender Acrylamidkonzentration 
(4-12 %) und zum anderen selbstgegossene 15 %ige Gele eingesetzt. Die 
Acrylamidkonzentration beeinflusst die Wanderungsgeschwindigkeit der 
Proteine. Da im Gradientengel die Poren in Laufrichtung der Proteine kleiner 
werden, lassen sich Proteine mit niedriger molarer Masse besser im höher 
prozentigen Gelabschnitt trennen. Der Trennbereich des Fertiggels liegt 
zwischen 6,5 bis zu 200 kDa. 
Die 15 %igen Gele wurden am Vortag vorbereitet. Dazu wurde zunächst das 
15 %ige Trenngel hergestellt, welches zwischen den Glasplatten ca. 20 Minuten 
auspolymerisierte und in feuchten Umschlägen über Nacht bei 4 °C ruhte. Am 
Folgetag wurden die Glasplatten getrocknet, das 4 %ige Sammelgel hergestellt 
und auf das Trenngel gegossen. Der Kamm wurde zwischen den Glasplatten in 
das noch flüssige Sammelgel eingeführt, so dass zwölf Geltaschen für die 
Proben entstanden. Zu beachten galt, dass das Ammoniumperoxodisulfat (APS) 
und Tetramethylethylendiamin (TEMED) die Polymerisation des Acrylamids 
initiieren und katalysieren. Demnach wurde die Gelflüssigkeit zügig nach 
Hinzugabe dieser beiden Bestandteile gevortext und zwischen die Glasplatten 
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gegossen. Die Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels ist der Tabelle 6 
zu entnehmen.  
 
Tabelle 6: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel für die SDS-PAGE. 
Bestandteil Trenngel 15 % Sammelgel 4 % 
Aqua dest. 3 ml 1,95 ml 
Acrylamid/Bis 4,5 ml 0,5 ml 
Trenngelpuffer 2,5 ml - 
Sammelgelpuffer - 0,825 ml 
APS 10 % 100 µl 22,5 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 
 
Die zu analysierenden Proben wurden im Verhältnis 3:1 in 
4x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Das darin enthaltende LDS bindet an 
die hydrophoben Bereiche der Proteine und überdeckt damit deren Eigenladung 
und sorgt für eine konstante negative Ladung, so dass ausschließlich die Größe 
der Proteine zu ihrer Wanderungsgeschwindigkeit beiträgt. Ein weiterer 
Bestandteil ist das Glycerol, welches aufgrund seiner hohen Dichte die Probe in 
die Geltasche hineinsinken lässt. Das Bromphenolblau dient der Visualisierung 
der Lauffront. Durch Hinzugabe von 2-Mercaptoethanol (im Verhältnis 1:10 zum 
4x Laemmli-Probenpuffer), einer reduzierender Thiolverbindung, wurden die 
Disulfidbrückenbindungen zwischen Cysteinen aufgespalten. Die Erhitzung der 
Proben, fünf Minuten bei 95 °C, führte zur Denaturierung der Sekundär- und 
Tertiärstrukturen der Proteine.  
Das SDS-Polyacrylamidgel wurde in eine vertikale Elektrophorese-Kammer 
eingespannt und diese wurde mit einfach Laufpuffer befüllt. Das Ausspülen der 
Geltaschen entfernte Gelreste, so dass die Proben gleichmäßig in die 
Geltaschen gefüllt werden konnten, jeweils 20 µg Protein pro Slot. Parallel lief in 
einem Slot der Molekulargewichtsstandard PageRuler™. Dieser erlaubte im 
letzten Schritt eine Einordnung der Proteingröße der Probe durch 
Bandenabgleich. Leere Taschen wurden mit einer Lösung bestehend aus 
Laemmli-Probenpuffer und Aqua dest. befüllt, um einen gleichmäßigen Gellauf 
zu gewährleisten. Die Elektrophorese lief konstant bei 40 mA für ca. 80 Minuten 
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Abbildung 10: Schematischer Aufbau der Blot-Apparatur. Die schwarzen Pfeile 
visualisieren den Proteintransfer in Richtung Anode.  
und wurde beendet, sobald die Lauffront am unteren Ende des Gels 
angekommen ist. 
4.9.4 Immunoblotting von Proteinen  
Um die in der Elektrophorese auftrennten Proteine detektieren zu können, 
mussten diese auf eine Polyvinylidenflourid(PVDF)-Membran transferiert 
werden. Dies ist durch die Methode „Western Blot“ möglich. Bei diesem 
Verfahren wird durch ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes 
elektrisches Feld ein Transfer der negativ geladenen Proteine auf die 
PVDF-Membran, in Richtung der Anode, ermöglicht.  
Der Proteintransfer vom Gel auf die 0,22 μm dicke PVDF-Membran erfolgte in 
einem Semi-Dry-Blot-System und erforderte folgende luftblasenfreie Schichtung 
(s. Abbildung 10): vier Whatman®-Papiere, PVDF-Membran, Gel, vier 
Whatman®Papiere. Vorher mussten das Gel und die acht Whatman®-Papiere im 
Transferpuffer nach Bjerrum äquilibriert und die PVDF-Membran zwei Minuten in 
Methanol aktiviert werden. Die PVDF-Membran wurde im Nachhinein ebenfalls 
im Transferpuffer äquilibriert.  
 
 
 
 
 
Ein konstanter Stromfluss von 110 mA wurde angelegt und innerhalb von 
30 Minuten wurden die Proteine auf die PVDF-Membran transferiert. Der 
Vorgang des Blottens wurde durch Kühlakkus temperiert. Die Dauer des 
Transfers wurde durch die Proteingröße bestimmt.   
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4.9.5 Immundetektion mit spezifischen Antikörpern 
Bei der Immundetektion handelt es sich um das Sichtbarmachen der 
übertragenen Proteine auf der PVDF-Membran. Dies ist einerseits unspezifisch 
durch Ponceau- und Coomassie-Färbung, andererseits spezifisch nach 
Antikörperzugabe möglich. 
Durch eine reversible Anfärbung der Membran mit Ponceau S-Lösung war die 
Kontrolle des Proteintransfers möglich. Die vollständige Entfärbung der Membran 
erfolgte mit Aqua dest., ggf. mit einfachem TBS-T. Weiterhin wurde das Gel 
Coomassie-gefärbt. Mit Hilfe des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue R 250 
lassen sich die aufgetrennten Proteinbanden im Gel visualisieren, indem es sich 
an die basischen Seitenketten der Proteine bindet. Die Gele wurden ca. 
15 Minuten in der Färbelösung auf dem Schüttler inkubiert. In der 
Entfärberlösung wurde anschließend der Hintergrund des Gels für ca. eine 
Stunde entfärbt, sodass die Proteinbanden im Gel sichtbar wurden. So ließ sich 
semiquantitativ überprüfen, wie viele Proteinbanden nach erfolgtem Immunoblot 
im Gel verblieben sind. 
Um die freien Proteinbindungsstellen zu sättigen, wurde die Membran für 
90 Minuten in einfachem BlueBlock, bzw. fünf-prozentigem Milchpulver in TBS-T 
bei Raumtemperatur geblockt. Anschließend wurde der Primärantikörper 
hinzugefügt, welcher über Nacht bei 4 °C auf dem Rollenmischer inkubierte. Der 
Primärantikörper wurde durch dreimaliges Waschen mit einfachem TBS-T für 
jeweils zehn Minuten auf dem Schüttler entfernt. Der Sekundärantikörper 
inkubierte eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Rollenmischer und dessen 
anschließende Entfernung erfolgte in gleicher Weise, wie für den 
Primärantikörper beschrieben. Die verwendeten Antikörperlösungen 
und -verdünnungen sind der Tabelle 7 zu entnehmen. 
 
Tabelle 7: Für die Immundetektion verwendete Antikörper und deren Verdünnung. 
Primärantikörper Sekundärantikörper 
Anti-S100A12 in 1x BlueBlock 
1:1000  
Anti-rabbit-HRP in 1x BlueBlock 
bzw. 5 % Milchpulver in TBS-T 
1:10000 
Anti-S100A6 in 5 % Milchpulver in TBS-T 
1:1000 
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Für die anschließende Proteindetektion wurde das SERVALight Vega Western 
Blot Chemilumineszenz HRP Substrat Kit verwendet. Entsprechend den 
Herstellerangaben wurden die Luminol/Enhancer Solution und die Peroxide 
Solution 1:1 gemischt. Die Lösung wurde auf die Membran aufgetragen. Die 
Meerrettichperoxidase (HRP) des zweiten Antikörpers katalysiert die 
Luminol-Chemolumineszenz-Reaktion, wobei das oxidierte Luminol in Licht 
umgesetzt wird. Dadurch wurden die Banden im Fusion FX7 Chemiluminescence 
Imagingsystem (Vilber Lourmat) sichtbar. 
4.9.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) von S100A6 und 
S100A12 
Das ELISA ist eine in vitro-Methode zur quantitativen Messung der Konzentration 
von spezifischen Proteinen in humanem Serum, Plasma, Gewebe und weiteren 
humanen Materialen. 
Genutzt wurden die ELISA-Kits für S100A6 (Cloud-Clone Corp.) und S100A12 
(Abcam). Diese basieren auf dem Sandwich-ELISA-Mechanismus, bei der zwei 
Antikörper (capture-Antikörper am Boden der Mikrotiterplatte und 
Detektions-Antikörper) spezifisch an zwei verschiedenen Epitopen eines 
Antigens binden und diesen wie ein Sandwich umfassen. Der zweite Antikörper 
(= Detektions-Antikörper) besitzt ein Reporterenzym, welches ein zugegebenes 
Substrat, 3,3‘,5,5‘-Tetramethylbenzidin (TMB), umsetzt und zu einem 
Farbumschlag führt und damit einen quantitativen Nachweis des Antigens 
ermöglicht. Dazu wird die Extinktion photometrisch bei 450 nm gemessen und im 
Verhältnis zur Standardkurve betrachtet. Das Prinzip eines Sandwich-ELISAs 
wurde in Abbildung 11 dargestellt. 
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Prinzips eines Sandwich-ELISAs. Die 
Mikrotiterplatte ist mit einem spezifischen capture-AK benetzt. Nach Hinzugabe des 
Probenmaterials, bindet das zu untersuchende Protein an den capture-AK. Im nächsten Schritt 
wir der Enzym-gekoppelte Detektions-AK hinzugegeben. Dieser bindet an ein anderes Epitop des 
Proteins, so dass das Protein wie ein „Sandwich“ umfasst wird. Nach Hinzugabe der 
Substratlösung (TMB) wird dieses durch das am Detektions-AK gekoppelte Enzym aktiviert und 
führt zu einem Farbumschlag. Dadurch wird die photometrische Messung der Extinktion bei 
450 nm ermöglicht (https://www.lsbio.com). 
Die zellulären Proteine wurden wie im Kapitel 4.9.1 beschrieben extrahiert. Die 
Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit dem BCA-Assay (s. Kapitel 4.9.2).  
Die Standard-Verdünnungsreihe und die Reagenzien wurden gemäß der 
Vorschrift vorbereitet. Zu Beginn wurden jeweils 100 µl pro Well des Standards, 
des Blanks und der Lysate in die 96-Well-Platte pipettiert und abgedichtet für 
60 Minuten (S100A6), bzw. für 90 Minuten (S100A12) bei 37 °C inkubiert. Die 
Standard-Verdünnungsreihe und die Proben für den S100A6-ELISA wurden als 
Duplikat, die Proben für den S100A12-ELISA als Triplikat aufgetragen.  
Der Platteninhalt wurde verworfen und 100 µl pro Well des Detektionsreagenz A 
(S100A6), bzw. der biotinylierten anti-Human S100A12-AK Arbeitslösung 
(S100A12) wurden hinzugefügt, die Platte abgedichtet und anschließend für eine 
Stunde bei 37 °C inkubiert. Der Platteninhalt wurde verworfen und dreimal à zwei 
Minuten mit einfach Waschpuffer (0,01 M PBS) gewaschen. Es wurden 100 µl 
pro Well der Detektionsreagenz B (S100A6), bzw. ABC-Arbeitslösung (S100A12) 
hinzugefügt, die Platte abgedichtet und für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Der 
Platteninhalt wurde verworfen und die Platte fünfmal für zwei Minuten 
gewaschen. Es wurden 90 µl pro Well der Substratlösung (TMB) hinzugefügt und 
die diese inkubierte abgedichtet für 10-20 Minuten in Dunkelheit bei 37 °C.  
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Zuletzt wurden 50 µl (S100A6) bzw. 100 µl (S100A12) pro Well der Stop-Lösung 
hinzugefügt und dabei kam es zu einem gelben Farbumschlag. Die 
darauffolgende Messung im Plattenleser erfolgte bei 450 nm. Mithilfe der 
gemessenen Standardkurve konnten die Proteinkonzentrationen der Proben 
ermittelt werde. 
 
4.10  Statistik 
Mithilfe des Programms SPSS wurden die deskriptiven Daten statistisch 
ausgewertet. Die Normalverteilung der Daten wurde unter Benutzung des 
Kolmogorow-Smirnow-Tests überprüft.  Alle Daten werden als Mittelwert ± 
Standardabweichung dargestellt. Die statistische Signifikanz (p) wurde mit dem 
t-Test ermittelt und bei p £ 0,05 angenommen. 
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5 Ergebnisse 
5.1 Patientenpopulation 
Insgesamt wurden humane aortale Gewebeproben von 46 BAV- und 
39 TAV-Patienten untersucht. Es erfolgte für jede Probe nochmals die 
Unterteilung in die konvexe (V) und die konkave (K) Seite der Aorta. 
Einen signifikanten Unterschied zwischen den Studiengruppen konnte bezüglich 
des Charakteristikums KHK, Aortenklappenstenose und 
Aortenklappeninsuffizienz ausgemacht werden (s. Tabelle 8). 
 
Tabelle 8: Charakteristika der Studiengruppen. Dargestellt sind die Patienten unterteilt nach 
BAV und TAV. Die Daten sind in Anzahl und Prozent (%) angegeben, bzw. als Mittelwert ± SEM. 
Signifikanz wurde bei einem p-Wert ≤ 0,05 angenommen. aHT: arterielle Hypertonie, 
KHK: koronare Herzkrankheit, n: Anzahl, SEM: standard error of the mean. 
Charakteristikum BAV TAV p-Wert 
Patientenanzahl (n) 46 39  
Alter (Jahre ± SEM) 58,24 ± 2,15 63,64 ± 1,93 0,069 
Geschlecht (männlich, %) 37 (80,4) 30 (76,9) 0,693 
Raucher (n, %) 18 (39,1) 14 (35,9) 0,759 
Diabetes (n, %) 0 (0) 2 (5,1) 0,12 
aHT (n, %) 37 (80,4) 36 (92,3) 0,117 
KHK (n, %) 5 (10,9) 11 (28,2) 0,042 
Durchmesser Aorta 
ascendens. (mm ± SEM) 
49,33 ± 0,73 50 ± 1,05 0,6 
Aortenklappenstenose 
(n, %) 
21 (45,7) 5 (12,8) 0,001 
Aortenklappeninsuffizienz 
(n, %) 
13 (28,3) 28 (71,8) < 0,001 
Kombiniertes 
Aortenklappenvitium (n, %) 
8 (17,4) 2 (5,1) 0,08 
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5.2 Genexpressionsanalyse der S100-Proteine mittels 
Microarray 
Die genomweite Genexpressionsanalyse wurde von der Firma OakLabs 
(Henningsdorf, Deutschland) durchgeführt und dient der Messung und Analyse 
der Expression und Aktivität einzelner Gene. 
In acht BAV- und sieben TAV-Proben wurden eine Vielzahl von Genen 
untersucht (ca. 56.000 Gene). Ein besonderes Interesse galt jenen Genen, die 
für Proteine codieren, die an RAGE binden. Gemessen wurden die emittierten 
Fluoreszenzsignale des Microchip. Die Signalstärke des Gene of Interest in einer 
Patientenprobe wurde mittels des Z-Score beziffert. Zur Visualisierung der Daten 
wurden mithilfe der Z-Scores sog. Heatmaps erstellt. 
 
In der Heatmap (s. Abbildung 12) wird erkenntlich, dass die Signalstärke des 
S100A6 in den BAV-Proben durchschnittlich über der mittleren Signalstärke des 
S100A6 liegen (rot; positiver Z-Score). Dem gegenüber stehen die TAV-Proben, 
deren Signalstärke im Durchschnitt unter der mittleren Signalstärke liegen 
(blau; negativer Z-Score). Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass S100A6 
vermehrt in den BAV-Proben exprimiert ist. Bei der Betrachtung der Heatmap von 
S100A12, konnte kein derartiger Unterschied festgestellt werden. Der Z-Score 
war in den BAV- und TAV-Proben größtenteils gleich verteilt und negativ. 
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Abbildung 12: Heatmap der S100-Proteine. Die Heatmap illustriert die relative Signalstärke der 
S100-Proteine in der entsprechenden Probe. Die Signalstärke wird als Z-Score berechnet und 
angegeben (s. Kapitel 4.8). Der Z-Score ist negativ (blau), wenn die Signalstärke eines Gens in 
der Probe niedriger ist, als die mittlere Signalstärke des Gens, und positiv (rot), wenn gegenteilige 
Verhältnisse vorliegen. Die Z-Score-Skala ordnet jedem Z-Score-Wert eine Farbe zu und definiert 
somit das Erscheinungsbild der Heatmap. Die für diese Arbeit relevanten Proteine (S100A6 und 
S100A12) sind in der Heatmap umrandet. 
5.2.1 Relative Expression von S100A6 und S100A12 
Der Fold Change (FC) beschreibt die Expressionsrate des zu untersuchenden 
Genes in der BAV-Probe im Verhältnis zur Expressionsrate in der TAV-Probe. 
Die FC-Werte wurden zur Basis 2 logarithmiert (log2FC), um ein proportionales 
Intervall zwischen den Werten zu erhalten.  
 
Das mittlere Fluoreszenzsignal von S100A6 der BAV-Proben lag bei 
46929,50 ± 1548, während die TAV-Proben etwas geringer bei 38815,71 ± 3028 
lagen. Daraus lässt sich ein log2FC von 0,29 herleiten. Dies entspricht einer 
Gen 
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BAV 
448 
TAV 
411_2 
TAV 
425 
TAV 
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S100B                
S100P                
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1,22-fach differentiellen Expression von S100A6 in den BAV-Proben gegenüber 
den gemittelten TAV-Proben mit einer Signifikanz von p = 0,042. Somit konnte 
ein signifikanter Unterschied in der Expression von S100A6 in BAV- und 
TAV-Proben festgestellt werden, siehe Abbildung 13.  
 
 
Abbildung 13: Fluoreszenzsignale von S100A6 in der Genexpressionsanalyse. Getestet 
wurden die Gruppen BAV (n=8) und TAV (n=7). Dabei liegt das mittlere Fluoreszenzsignal der 
BAV-Proben (46929,50 ± 1548) signifikant höher als das der TAV-Proben (38815,71 ± 3028). 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (*p = 0,042). 
 
Das gemittelten Fluoreszenzsignal von S100A12 der BAV-Proben lag bei 
107,91 ± 61. Demgegenüber wurde in den TAV-Proben ein mittleres 
Fluoreszenzsignal von 127,81 ± 48 gemessen. Der log2FC von 0,74 lässt auf eine 
um 1,67-fache Herabregulation der S100A12-Expression in den BAV- gegenüber 
den TAV-Proben schließen. Dies ist jedoch als nicht signifikant zu werten 
(p = 0,47). 
* 
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5.3 Expression von S100A6 im Aortengewebe 
Basierend auf vorhergehenden Studien, spricht man dem S100A6 
Apoptose-inhibierende Wirkungen in Myozyten zu (Tsoporis et al. 2008). In 
Gewebeproben thorakaler Aortenaneurysmen wurde dies bisher nicht 
untersucht. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten in den untersuchten Aortenproben 
mittels der Genexpressionsanalyse sehr hohe Fluoreszenzsignale für S100A6 
detektiert werden. Es sollte nun die Quantifizierung des S100A6 Proteins 
(mittels WB, ELISA und IHC) erfolgen.   
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5.3.1 Quantifizierung der S100A6-Konzentration mittels ELISA 
Die Untersuchung der Konzentration von S100A6 im Aortengewebe von 
30 BAV- und 17 TAV-Patienten erfolgte als quantitative Analyse mittels 
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). Die Proteinkonzentration im 
Gewebelysat wurde zunächst bestimmt und auf 1 mg/ml normalisiert.  
Wie in Abbildung 14 zu sehen, war die Konzentration von S100A6 im ELISA 
signifikant höher in BAV V verglichen zu TAV V (1877,39 pg/mg ± 195 vs. 
1016,17 pg/mg ± 100; p < 0,001). Ein signifikanter Unterschied ließ sich auch in 
der BAV K verglichen zu TAV K verzeichnen (2264,88 pg/mg ± 195 vs. 
770,81 pg/mg ± 69; p < 0,001). 
 
 
 
Abbildung 14: S100A6-Konzentration in pg/mg im ELISA. Untersucht wurden BAV V 
(1877,39 ± 195; n=30) vs. TAV V (1016,17 ± 100; n=17) und BAV K (2264,88 ± 195; n=29) vs. 
TAV K (770,81 ± 69; n=17). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (*p < 0,001). 
 
* 
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Um zu eruieren, wie die Verteilung des S100A6 innerhalb der Aorta ist, wurde in 
den Aortenproben der Patienten die Expression in der V-Seite mit der in der 
K-Seite verglichen. In den BAV-Proben konnte eine signifikant höhere 
Expression von S100A6 in der K-Seite verglichen zur V-Seite festgestellt werden 
(2498,72 pg/mg ± 198 vs. 1898,97 pg/mg ± 209; p = 0,015), siehe Abbildung 15. 
In den TAV-Proben konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression 
zwischen der V- und K-Seite festgestellt werden (989,66 pg/mg ± 121 vs. 
884,55 pg/mg ± 71; p > 0,05).  
 
 
Abbildung 15: S100A6-Konzentration in pg/mg im ELISA: BAV V vs. BAV K. Untersucht 
wurden jeweils die V- und K-Seite von derselben BAV-Probe (n=24). Die K-Seite (2498,72 ± 198) 
zeigte signifikant höhere Werte als die V-Seite (1898,97 ± 209). Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM (*p = 0,015). 
 
Darüber hinaus sollte die erhöhte Expression von S100A6 im Western Blot, einer 
weiteren quantitativen Analyse, bestätigt werden. S100A6 besitzt eine 
Molekülmasse von 10 kDa und ist im Western Blot mit einer Bande auf etwa 
dieser Höhe nachweisbar. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet, dessen 
charakteristische Bande auf Höhe von 37 kDa detektierbar ist, entsprechend 
seiner Molekülmasse. Aufgrund technischer Probleme gelang es nach 
ausgiebiger Testung jedoch nicht, das S100A6 in diesem Verfahren zu 
quantifizieren. Ersichtlich wurde trotz dessen, dass dieses Protein stark in 
unserem Probengewebe exprimiert ist. 
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5.3.2 Immunhistochemische Färbung von S100A6  
Um die im ELISA festgestellten signifikanten Ergebnisse zu verifizieren, wurden 
die Präparate zusätzlich immunhistochemisch gefärbt.  
Die immunhistochemische Färbung dient als semiquantitatives Verfahren zur 
Ermittlung der Proteinkonzentration sowie des Verteilungsmusters innerhalb der 
Aortenwand. Getestet wurden 21 BAV-Proben und 25 TAV-Proben. 
Makroskopisch ließ sich eine gleichmäßige Färbung der drei Wandschichten der 
Aorta erkennen, die in den BAV-Proben intensiver erschien, als in den 
TAV-Proben. Mikroskopisch wurde daraufhin die Intensität des Chromogens via 
reziproker Intensität quantifiziert und ausgewertet (Nguyen et al. 2013).  
Die BAV V-Proben exprimierten signifikant mehr S100A6, als die TAV V-Proben 
(236,34 ± 1,2 vs. 229,19 ± 1,6; p = 0,001). Zwischen den BAV K- und 
TAV K-Proben konnte kein Unterschied festgestellt werden (235,05 ± 1,1 vs. 
235,33 ± 1,1; p = 0,855), dargestellt in Abbildung 16. 
Repräsentative histologische Bilder sind in Abbildung 17 zusammengefasst. 
 
 
Abbildung 16: Reziproke Intensität des S100A6. Untersucht wurden BAV V 
(236,34 ± 1,2; n=21) vs. TAV V (229,19 ± 1,6; n=25) und BAV K (235,05 ± 1,1; n=20) vs. TAV K 
(235,33 ± 1,1; n=24). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (*p = 0,001). 
* 
 Ergebnisse 
56 
 
A 
 
B 
 
C 
 
D
 
Abbildung 17: Repräsentative Histologien der immunhistochemischen Färbung von 
S100A6. A: BAV V, B: TAV V, C: BAV K, D: TAV K. Der braune Farbniederschlag visualisiert das 
S100A6-Protein. Zur Orientierung wurde die luminale Seite markiert (*). Mikroskopische 
Aufnahmen in dreifacher Vergrößerung. Der Maßstabsbalken entspricht 500 µm. 
* 
* 
* 
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5.4 Expression von S100A12 im Aortengewebe 
Es ist bekannt, dass S100A12 pro-inflammatorische Eigenschaften besitzt und 
diese auch in der Entstehung von Aortenaneurysmen und -dissektionen eine 
Rolle spielen können (Hofmann Bowman et al. 2010; Daugherty et al. 2010). In 
Hinsicht darauf sollte in dieser Arbeit die Expression von S100A12 in humanem 
Aortengewebe von BAV-Patienten untersucht werden. Von großem Interesse 
war auch die Verteilung des S100A12 innerhalb der Aortenwand, da das Protein 
in bisherigen Studien in der Adventitia (Branchetti et al. 2014) und vor allem in 
neutrophilen Granulozyten nachgewiesen wurde (Guignard et al. 1995).  
5.4.1 Quantifizierung der S100A12-Konzentration mittels ELISA und 
Western Blot 
Die Quantifizierung der S10012-Konzentration im Aortengewebe erfolgte mit 
Hilfe des ELISA und des Western Blots.  
Für die quantitative Analyse mittels ELISA wurden 44 BAV-Proben und 
18 TAV-Proben untersucht. Es zeigten sich im S100A12-ELISA sowohl für die 
BAV- als auch für die TAV-Proben niedrige Konzentrationen. 
Tendenziell zeigten die TAV V-Proben eine höhere S100A12-Konzentration als 
die BAV V-Proben, jedoch erwies sich dieser Unterschied als nicht signifikant 
(491,00 pg/mg ± 66,1 vs. 394,42 pg/mg ± 53,1; p = 0,26). Bei der K-Seite wurde 
in den BAV- und TAV-Proben ähnliche S100A12-Konzentration ermittelt 
(333,58 pg/mg ± 23,8 vs. 331,55 pg/mg ± 13,5; p = 0,94). Abbildung 18 zeigt eine 
Zusammenfassung der Ergebnisse. 
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Abbildung 18: S100A12-Konzentration in pg/mg im ELISA. Untersucht wurden BAV V 
(394,42 ± 53,1; n=20) vs. TAV V (491,00 ± 66,1; n=13) und BAV K (333,58 ± 23,8; n=24) vs. 
TAV K (331,55 ± 13,5; n=5). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
 
Des Weiteren sollte S100A12 mittels Western Blot quantifiziert werden. Dort 
sollte sich, entsprechend seiner Molekülmasse, eine Bande auf Höhe von 
10,5 kDa zeigen. Für die im ELISA gemessenen niedrigen Konzentrationen von 
S100A12 war die Methode des Western Blots nicht sensitiv genug, so dass diese 
Untersuchung nicht fortgeführt wurde.  
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Abbildung 19: Exemplarischer Western Blot von S100A12. Auf Höhe von 10 kDa, 
entsprechend der Molekülmasse von S100A12, konnten keine Banden nachgewiesen werden. 
Getestet wurde u.a. mit verschiedenen Transferpuffern. 
5.4.2 Immunhistochemische Färbung von S100A12 und Beurteilung des 
Verteilungsmusters 
Die immunhistochemische Färbung von S100A12 wurde gleichermaßen wie die 
von S100A6 durchgeführt (s. Kapitel 5.3.2). Für die semiquantitative Analyse 
mittels Immunhistochemie wurden 39 BAV-Proben und 40 TAV-Proben 
untersucht. 
Makroskopisch war ein deutliches Verteilungsmuster des S100A12 erkennbar. 
Der braune Niederschlag war vermehrt in der Adventitia zu vernehmen, siehe 
Abbildung 20. Aus diesem Grund erfolgte die mikroskopische Quantifizierung der 
reziproken Intensität in den einzelnen Wandschichten (Intima und Media vs. 
Adventitia).   
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Abbildung 20: Repräsentative Histologien der immunhistochemischen Färbung von 
S100A12. Der braune Niederschlag visualisiert das S100A12-Protein. Zur Orientierung wurde die 
luminale Seite markiert (*). Mikroskopische Aufnahmen in dreifacher Vergrößerung. Der 
Maßstabsbalken entspricht 500 µm. 
 
  
* 
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Zunächst wurden die reziproken Intensitäten der Intima und Media der BAV- und 
TAV-Proben miteinander verglichen. Entsprechend wurde diese Untersuchung 
für die Adventitia durchgeführt. Es zeigten sich, entsprechend dem ELISA, keine 
signifikanten Unterschiede in der Expression von S100A12 zwischen den 
BAV- und TAV-Proben (s. Tabelle 9). 
 
Tabelle 9: Darstellung der Ergebnisse der immunhistochemischen Färbung von S100A12. 
Aufgetragen sind die Ergebnisse von den BAV- und TAV-Proben. Die reziproke Intensität wurde 
in der Intima und Media quantifiziert. Abgegrenzt dazu wurde sie in der Adventitia quantifiziert. 
Verglichen wurden die reziproken Intensitäten der Intima und Media in den BAV- zu den 
TAV-Proben. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Die Daten sind als 
Mittelwert ± SEM angegeben. 
 Intima + Media Adventitia 
BAV TAV BAV TAV 
konvex 163,62 ± 5,9 176,75 ± 7,7 225,48 ± 2,7 231,68 ± 2,9 
p-Wert 0,181 0,120 
konkav 158,11 ± 9,3 178,10 ± 7,7 219,89 ± 2,7 218,05 ± 5,5 
p-Wert 0,104 0,766 
 
 
Daraufhin erfolgte die mikroskopische Untersuchung des Verteilungsmuster von 
S100A12 innerhalb der Aortenwand. Dazu wurde in jeder Aortenprobe die 
reziproke Intensität der Intima und Media mit der reziproken Intensität der 
Adventitia verglichen (Intima und Media vs. Adventitia). Dabei konnten 
signifikante Unterschiede der Verteilung dieses Proteins festgestellt werden.  
So zeigte sich eine signifikant höhere Expression von S100A12 in der Adventitia 
gegenüber der Intima und Media sowohl in den BAV V-Proben (225,48 ± 2,7 vs. 
163,62 ± 5,9; p < 0,001) und BAV K-Proben (219,89 ± 2,7 vs. 158,11 ± 9,3; 
p < 0,001), als auch in den TAV V-Proben (231,68 ± 2,9 vs. 176,75 ± 7,7; 
p < 0,001) und TAV K-Proben (218,05 ± 5,5 vs. 178,10 ± 7,7; p < 0,001). 
Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 10 und Abbildung 21 
zusammengefasst. 
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Tabelle 10: Verteilung des S100A12 in der immunhistochemischen Färbung. Aufgetragen 
sind die Ergebnisse der Intima und Media vs. Adventitia. Es konnte in den BAV- und den 
TAV-Proben ein signifikanter Unterschied bzgl. der Verteilung des S100A12 nachgewiesen 
werden (p < 0,001). Demnach ist S100A12 innerhalb der Aorta am stärksten in der Adventitia 
exprimiert. Alle Daten sind als Mittelwert ± SEM angegeben. 
 BAV V (n=21) TAV V (n=20) BAV K (n=18) TAV K (n=20) 
Intima + Media 163,62 ± 5,9 176,75 ± 7,7 158,11 ± 9,3 178,10 ± 7,7 
Adventitia 225,48 ± 2,7 231,68 ± 2,9 219,89 ± 2,7 218,05 ± 5,5 
p-Wert < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 
 
 
 
 
Abbildung 21: Reziproke Intensität des S100A12. Untersucht wurden BAV-Proben (V und K) 
und TAV-Proben (V und K). Verglichen zueinander zeigten sie keine signifikanten Unterschiede 
in der reziproken Intensität. Zudem wurde das Verteilungsmuster von S100A12 in der 
Aortenwand untersucht. In der Adventitia der BAV- und TAV-Proben zeigte sich S100A12 
signifikant höher exprimiert, als in der Intima und Media. Die Ergebnisse sind der Tab. 10 zu 
entnehmen (*p < 0,001). 
 
* 
* 
* 
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5.5 Expression von S100A6 und S100A12 in Abhängigkeit vom 
Aortendurchmesser 
Die Aortendurchmesser der Aortenproben variieren voneinander und lassen sich 
in einem Bereich von 34 bis 65 mm einordnen. In mehreren Studien wurde der 
Einfluss von S100A12 auf die Ausbildung von Aortenaneurysmen diskutiert 
(Hofmann Bowman et al. 2010; Daugherty et al. 2010) 
Im Zuge dessen sollte die Expression der beiden S100-Proteine, insbesondere 
des S100A12, in Zusammenschau mit dem Aortendurchmesser beurteilt werden.  
Zunächst wurde die zu untersuchende Population neu definiert. Da nicht mehr 
der Klappentyp von Interesse war, wurden die BAV- und TAV-Patienten als eine 
gemeinsame Gruppe zusammengefasst. Die Gruppeneinteilung in V- und 
K-Seite wurde jedoch beibehalten. 
In den Streupunktdiagrammen wurden die beiden Merkmale S100A6- bzw. 
S100A12-Konzentration und Aortendurchmesser aufgetragen, siehe 
Abbildung 22. Anhand der Diagramme lässt sich keine Korrelation feststellen. 
 
  
  
Abbildung 22: Streupunktdiagramme der Merkmale S100A6- bzw. S100A12-Konzentration 
und Aortendurchmesser. Anhand der Diagramme lässt sich keine deutliche Korrelation 
zwischen den beiden untersuchten Merkmalen feststellen. In den Korrelationsanalysen konnte 
bestätigt werden, dass der Aortendurchmesser nicht signifikant mit der S100A6- bzw. 
S100A12-Konzentration korreliert (vgl. Tab. 11). 
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Zur weiteren Untersuchung eines möglichen Zusammenhanges zwischen der 
ermittelten S100A6- bzw. S100A12-Konzentration und des Aortendurchmessers 
wurden Korrelationsanalysen durchgeführt. 
Ausgenommen von der BAV K-Gruppe zeigten die Ergebnisse eine negative, 
schwache Korrelation zwischen S100-Konzentration und Aortendurchmesser. 
Hohe S100A6- bzw. S100A12-Konzentrationen traten demnach bei niedrigen 
Aortendurchmessern auf. Keiner dieser Korrelationen erwies sich jedoch als 
signifikant, siehe Tabelle 11. Somit lässt sich in unseren Proben keine 
signifikante Korrelation zwischen der S100-Konzentration und dem 
Aortendurchmesser feststellen. 
 
Tabelle 11: Korrelationsanalysen der S100-Proteine und des Aortendurchmessers. 
Aufgeführt sind die Gruppen „V-Seite“ und „K-Seite“, die sich aus BAV- und TAV-Proben 
zusammensetzen. In den Aortenproben konnte keine signifikante Korrelation zwischen der 
S100-Konzentration und dem Aortendurchmesser festgestellt werden.  
S100A6 V-Seite 
(BAV + TAV) 
K-Seite 
(BAV + TAV) 
Korrelation zwischen S100A6 und 
Aortendurchmesser (nach Pearson) 
-0,277 0,032 
p-Wert 0,063 0,835 
S100A12 V-Seite 
(BAV + TAV) 
K-Seite 
(BAV + TAV) 
Korrelation zwischen S100A12 und 
Aortendurchmesser (nach Pearson) 
-0,023 -0,100 
p-Wert 0,901 0,604 
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5.6 Mikroskopische Darstellung von Veränderungen in der 
Aortenwand mittels HE-Färbung 
Gegenstand der nachfolgenden Untersuchung war die histologische 
Begutachtung der Aorta hinsichtlich pathologischer Veränderungen und die 
Differenzierung unter den folgenden Gesichtspunkten: die Gesamtstruktur der 
Aorta, die Breite der Intima, arteriosklerotische Veränderungen sowie die Struktur 
der Media. Dazu wurden die V- und K-Seite von 20 BAV-Patienten und 
21 TAV-Patienten HE-gefärbt, analysiert und mittels eines Gradings 
ausgewertet. 
Zunächst wurde die Gesamtstruktur der Aorta bewertet. Dies inkludiert die 
Beurteilung der Dreischichtung und der Größenverhältnisse der einzelnen 
Schichten. Wie in Abbildung 24 zu sehen, zeigten sowohl die BAV- als auch die 
TAV-Proben weitgehend eine normgerechte Gesamtstruktur. Lediglich einige 
TAV-Proben, jeweils 5 % der TAV V- und K-Proben, zeigten pathologische 
Veränderungen (vgl. exemplarisch Abbildung 23). 
 
 
Abbildung 23: Pathologische Gesamtstruktur einer Aorta in der HE-Färbung. Dargestellt ist 
ein histologischer Ausschnitt einer HE-gefärbten Aortenprobe mit einer pathologischen 
Gesamtstruktur. Darunter sind u.a. Veränderungen in der Dreischichtung zu verstehen. Dieser 
Bildausschnitt beinhaltet Teile der Intima und Media. Insbesondere sind ausgeprägte strukturelle 
Veränderungen der Media (Fragmentierung der elastischen Lamellen) festzustellen (à). Zur 
Orientierung wurde die luminale Seite markiert (*). Die Zellkerne sind blau-schwarz und das 
Zytoplasma rosa-rot dargestellt. Mikroskopische Aufnahme in fünffacher Vergrößerung. Der 
Maßstabsbalken entspricht 500 µm. 
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Abbildung 24: HE Score – Auswertung der Gesamtstruktur der Aorta. Dargestellt ist die 
Auswertung der Gesamtstruktur der BAV- und TAV-Proben in ihren Untergruppen konvex (V) und 
konkav (K). Aufgetragen wurde der Anteil der Fälle in Prozent, die keine pathologischen 
Veränderungen in der Gesamtstruktur (Punktwert 0), bzw. pathologische Veränderungen 
aufzeigten (Punktwert 1). Die Mehrzahl (> 90%) der Proben zeigten eine normgerechte 
Gesamtstruktur.  
 
Nach der Bewertung der Gesamtstruktur, wurden die Proben hinsichtlich der 
Breite der Intima verglichen. Für die Verbreiterung der Intima, exemplarisch in 
Abbildung 25 dargestellt, kommt die Atherosklerose als Ursache in Betracht. 
Pathophysiologisch ist bekannt, dass in frühen Stadien der Atherosklerose die 
Intimabreite durch Einwanderung von Entzündungszellen zunimmt (Weissberg 
1999; Tousoulis et al. 2011). Als Cut-off-Wert für eine Verbreiterung der Intima 
wurden in dieser Arbeit 140 µm gewählt (Bockholdt 2004 erschienen 2005). 
So zeigten 13 % (V) bzw. 12 % (K) der TAV-Proben eine Verbreiterung der 
Intima. Dem gegenüber stehen 5 % (V) bzw. 1 % (K) der BAV-Proben. Demnach 
ließ sich eine Verbreiterung der Intima signifikant häufiger bei TAV-Patienten 
nachweisen, sowohl in der V-Seite (p = 0,011), als auch in der K-Seite 
(p < 0,001), siehe Abbildung 26.  
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Abbildung 25: Verbreiterung der Intima in der HE-Färbung. Dargestellt ist ein histologischer 
Ausschnitt einer HE-gefärbten Aortenprobe mit einer verbreiterten Intima. Diese bemisst eine 
Dicke von 200 µm (schwarzer Pfeil). Zur Orientierung wurde die luminale Seite markiert (*). Die 
Zellkerne sind blau-schwarz und das Zytoplasma rosa-rot dargestellt. Mikroskopische Aufnahme 
in fünffacher Vergrößerung. Der Maßstabsbalken entspricht 500 µm. 
 
 
Abbildung 26: HE Score – Auswertung der Breite der Intima. Dargestellt ist die Auswertung 
der Intimabreite der BAV- und TAV-Proben in ihren Untergruppen konvex (V) und konkav (K). 
Aufgetragen wurde der Anteil der Fälle in Prozent, die eine normgerechte Intimabreite 
(Punktwert 0), bzw. eine Verbreiterung der Intima aufzeigten (Punktwert 1). Im Vergleich zeigten 
beide Untergruppen der TAV-Proben eine signifikant breitere Intima (*p = 0,011, **p < 0,001). 
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Des Weiteren wurden die Proben hinsichtlich der arteriosklerotischen 
Veränderungen ausgewertet. Insbesondere traten die höheren 
Arteriosklerosegrade ausschließlich bei TAV-Proben auf. So zeigten 5 % der 
TAV-Proben der konvexen Seite fibröse Plaques (Grad 2) und 9% der 
TAV-Proben der konkaven Seite komplizierte Läsionen, wie die Einlagerung von 
Cholesterinkristallen (Grad 3). Solch eine komplizierte Läsion ist in Abbildung 27 
exemplarisch dargestellt. Auch die frühen Stadien der Arteriosklerose (Grad 1), 
charakterisiert durch Schaumzellen, waren häufiger in TAV-Proben vorzufinden 
mit 24 % (V) bzw. 5 % (K), verglichen zu BAV-Proben mit 5 % (V) bzw.10 % (K). 
Diese Unterschiede waren nicht signifikant (p > 0,05). Die Ergebnisse sind in 
Abbildung 28 veranschaulicht. 
Weiterführend wurde eine Korrelationsanalyse zwischen der 
S100A12-Expression und dem histologischen Arterioklerosegrad der 
Aortenproben (n=55) durchgeführt. Diese erwies eine schwach positive 
Korrelation zwischen der S100A12-Expression und dem histologischen 
Arteriosklerosegrad (Spearman-Rho-Koeffizient: 0,267; p = 0,048). 
Zusammenfassend lässt sich bezüglich der Arteriosklerose aussagen, dass ein 
Großteil der BAV- (ca. 90 %) und TAV-Proben (ca. 80 %) keinerlei 
arteriosklerotische Veränderungen aufwiesen. Die höhergradigen 
Veränderungen konnten lediglich bei einer geringen Anzahl an TAV-Proben 
nachgewiesen werden. Die S100A12-Konzentration und der Arteriosklerosegrad 
korrelieren gering positiv miteinander. 
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Abbildung 27: Komplizierte arteriosklerotische Läsion in der HE-Färbung. Dargestellt ist ein 
histologischer Ausschnitt einer HE-gefärbten Aortenprobe mit einer komplizierten Läsion im 
Sinne von eingelagerten Cholesterinkristallen (à). Diese sind breitflächig zwischen der Intima 
und Media lokalisiert. Zur Orientierung wurde die luminale Seite markiert (*). Die Zellkerne sind 
blau-schwarz und das Zytoplasma rosa-rot dargestellt. Mikroskopische Aufnahme in fünffacher 
Vergrößerung. Der Maßstabsbalken entspricht 500 µm. 
 
Abbildung 28: HE Score – Auswertung der arteriosklerotischen Veränderungen. Dargestellt 
ist die Auswertung arteriosklerotischer Veränderungen der BAV- und TAV-Proben in ihren 
Untergruppen konvex (V) und konkav (K). Aufgetragen wurde der Anteil der Fälle in Prozent, die 
keine Anzeichen von Arteriosklerose (Punktwert 0), Schaumzellen (Punktwert 1), fibröse Plaques 
(Punktwert 2) oder komplizierte Läsionen (Punktwert 3) aufzeigten. Insbesondere die 
schwergradigen Veränderungen waren nur bei TAV-Proben vorzufinden. Der Großteil der 
BAV- und TAV-Proben zeigten keine Anzeichen von Arteriosklerose. 
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Zuletzt wurde noch die Struktur der Media beurteilt. Es wurde auf die 
konzentrische Anordnung der elastischen Lamellen geachtet. Diese sind 
normalerweise regelmäßig angeordnet und sorgen so für einen dichten 
Gewebeverbund. Wie in Abbildung 29 zu sehen, zeigten im Durchschnitt zwei 
Drittel der gesamten Proben eine normgerechte Media. Auflockerungen waren 
etwas häufiger in TAV V- (48 %) und K-Proben (33 %) vorhanden, verglichen zu 
BAV V- (40 %) bzw. K-Proben (29%) (p > 0,05). Eine aufgehobene Struktur der 
Media war nur in 4 % der TAV V-Proben aufzufinden. 
 
Abbildung 29: HE Score – Auswertung der Media. Dargestellt ist die Auswertung der Media 
der BAV- und TAV-Proben in ihren Untergruppen konvex (V) und konkav (K). Aufgetragen wurde 
der Anteil der Fälle in Prozent, die eine normgerechte Mediastruktur (Punktwert 0), 
Auflockerungen (Punktwert 1) oder eine aufgehobene Grundstruktur (Punktwert 2) aufzeigten. Im 
Durchschnitt zeigten ca. 65 % der BAV-Proben vs. 58 % der TAV-Proben eine normgerechte 
Struktur. Aufgelockert war die Media im Durchschnitt bei 35 % der BAV-Proben vs. 40 % der 
TAV-Proben. Eine aufgehobene Struktur der Media war ausschließlich in 4 % der TAV V Proben 
zu sehen. 
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5.7 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Die Expression von S100A6 ist in BAV-Patienten signifikant höher als in 
TAV-Patienten. Dies konnte sowohl in der konvexen als auch konkaven Seite 
bestätigt werden. Der direkte Vergleich der V- und K-Seite der BAV-Patienten 
zeigte signifikant höhere Konzentrationen in der K-Seite. Darüber hinaus ließ sich 
immunhistochemisch darstellen, dass S100A6 gleichmäßig über die gesamte 
Aortenwand exprimiert ist. In der Korrelationsanalyse konnte kein 
Zusammenhang zwischen der S100A6-Expression und dem Aortendurchmesser 
festgestellt werden. 
S100A12 war in den untersuchten Aortenproben sehr niedrig exprimiert und es 
stellte sich kein signifikanter Unterschied zwischen BAV- und TAV-Patienten 
heraus. In der immunhistochemischen Untersuchung zeigte S100A12 ein 
deutliches Verteilungsmuster. Es war vermehrt in der Adventitia exprimiert. Eine 
signifikante Korrelation zwischen dem Aortendurchmesser und der 
S100A12-Expression konnte auch hier nicht festgestellt werden. 
Die Untersuchung der histologischen Veränderungen in der Aortenwand 
verdeutlichte eine weitgehend normgerechte Struktur der Aortenproben. Die 
Media zeigte relativ gleichverteilt in ca. ein Drittel der BAV- und TAV-Proben 
strukturelle Veränderungen im Sinne von Auflockerungen im Gewebeverbund. 
Ein signifikanter Unterschied zwischen BAV- und TAV-Proben ergab sich in der 
Intimabreite, die in den TAV-Proben signifikant breiter war. Des Weiteren konnten 
in den Aortenproben keine bis leichte arteriosklerotische Veränderungen 
nachgewiesen werden. Die höhergeradigen Arteriosklerosegrade waren lediglich 
als Einzelfälle in TAV-Proben zu beobachten. Die Untersuchung der Korrelation 
zwischen dem histologischen Arteriosklerosegrad und der S100A12-Expression 
war positiv. 
 
 
 Diskussion 
72 
 
6 Diskussion 
Patienten mit einer BAV erleiden häufiger und in jüngerem Alter proximale 
Aortopathien, Aortendilatation und -dissektion, verglichen mit TAV-Patienten 
(Larson und Edwards 1984; Roberts und Roberts 1991; Michelena et al. 2011). 
Derzeit wird maßgeblich der Aortendurchmesser als OP-Indikation für einen 
präventiven proximalen Aortenersatz herangezogen (Erbel et al. 2014). Da die 
Datenlage bezüglich des Diameters als Prädiktor für Aortendissektionen sehr 
divergent ist, bemüht man sich um ein tiefergehendes Verständnis der 
Pathophysiologie der BAV-assoziierten Aortopathie. Grundsätzlich ist dabei 
immer das Ziel einen individuellen, sicheren, leicht zu erhebenden Marker zur 
Risikoeinschätzung einer Aortendissektion zu etablieren. 
Die Familie der S100-Proteine besitzt als Liganden des receptor for advanced 
glycation endproducts (RAGE) eine Vielfalt an intra- und extrazellulären 
Funktionen. In den letzten Jahrzehnten wurde insbesondere S100A6 mit 
Apoptose-regulierenden Prozessen (Joo et al. 2008; Tsoporis et al. 2008; 
Leśniak et al. 2009) und S100A12 mit Inflammation, Atherogenese und 
Aneurysmenbildung (Hofmann et al. 1999; Hofmann Bowman et al. 2010; 
Oesterle und Bowman 2015) in Verbindung gebracht. Dem RAGE selbst wird 
eine Assoziation zu BAV-assoziierten Aortopathien zugesprochen (Branchetti et 
al. 2014). So konnte die eigene Arbeitsgruppe eine signifikant höhere Expression 
von RAGE und eines seiner Liganden (AGE) in BAV- verglichen zu 
TAV-Patienten feststellen (Promotionsarbeit von Frau Linda Heiser). 
Unter der Fragestellung, ob die S100-Proteine als RAGE-Liganden auch eine 
Rolle in der Aortendilatation und schlussendlich in der Aortendissektion bei 
BAV-Patienten spielen könnten, wurde in der vorliegenden Arbeit das 
Aortengewebe von BAV- und TAV-Patienten untersucht und miteinander 
verglichen. Im Vordergrund standen dabei die S100-Proteine S100A6 und 
S100A12. Deren Expression wurde in der konvexen (V) und konkaven (K) Seite 
der Aortenwand quantifiziert und darüber hinaus in Zusammenschau mit dem 
Aortendurchmesser betrachtet. Ferner wurde das Verteilungsmuster dieser 
Proteine innerhalb der Aortenwand histologisch untersucht. In der 
mikroskopischen Untersuchung der Aorten wurden auch struktureller 
Veränderungen analysiert. Da in vorangegangenen Arbeiten ein Zusammenhang 
zwischen der S100A12-Expression und der Atherogenese nachgewiesen 
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werden konnte, lag ein besonderes Augenmerk auf Veränderungen 
arteriosklerotischer Genese. 
 
6.1 Studiengruppen und ihre Charakteristika 
Um eine Unabhängigkeit der vorliegenden Ergebnisse von speziellen 
Patientencharakteristika zu gewährleisten, wurde deren Häufigkeit in der 
BAV- und TAV-Gruppe getrennt voneinander ermittelt und mittels 
Chi-Quadrat- bzw. t-Test getestet. Bei einem Großteil der 
Patientencharakteristika (Alter, Geschlecht, Raucherstatus, Diabetes mellitus, 
arterielle Hypertonie, Durchmesser der Aorta ascendens) ergaben sich keine 
signifikanten Unterschiede. Allerdings war die koronare Herzkrankheit signifikant 
häufiger in der Gruppe der TAV-Patienten vorhanden. Dies könnte Einfluss auf 
die untersuchten Parameter nehmen, wird aber in den entsprechenden 
Abschnitten genauer diskutiert.  
Des Weiteren ergaben sich signifikante Unterschiede bezüglich der 
Klappenvitien. Demnach zeigte sich die Aortenklappenstenose häufiger bei 
BAV-Patienten, während die TAV-Patienten häufiger eine 
Aortenklappeninsuffizienz aufwiesen. Diese Verteilung der Klappenvitien ist 
nachvollziehbar, da mehrere Studien ein erhöhtes Risiko für das frühzeitige 
Auftreten einer Aortenklappenstenose bei Anlage einer BAV identifizierten 
(Mills et al. 1978; Siu und Silversides 2010). Die TAV-Patienten unterliegen 
demgegenüber häufiger einer Aortenklappeninsuffzienz, die sich aus der 
Dilatation der proximalen Aorta entwickelt (Pethig et al. 1998). 
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6.2 Expression und Verteilung von S100A6 
Auf molekularer Ebene besitzt S100A6 eine Vielzahl an Zielproteinen, durch 
deren Interaktion diverse Signalkaskaden initiiert werden, die die zellulären 
Funktionen beeinflussen. Unter den zellulären Funktionen sind u.a. der 
Zellzyklus, die Zellproliferation und -migration, der programmierte Zelltod 
(Apoptose) und die Dynamik des Zytoskeletts zu verstehen. Die für die 
vorliegende Arbeit bedeutsame Interaktion ist die zwischen S100A6 und seinem 
Rezeptor RAGE. In der Studie von Branchetti et al. konnten signifikant höhere 
Konzentrationen von zirkulierendem sRAGE (soluble RAGE) im Plasma von 
BAV-Patienten gemessen werden. Das Vorhandensein einer BAV und damit 
assoziierten Aortopathie war demnach, unabhängig vom Aortendurchmesser, mit 
höheren sRAGE-Plasmalevel assoziiert. Daraufhin untersuchten sie die 
RAGE-Expression in der aszendierenden Aorta von BAV-Patienten und 
verglichen diese mit der sRAGE-Konzentration bei einer kleinen Kohorte (n=7). 
Es konnte eine lineare Korrelation zwischen der sRAGE-Konzentration im 
Plasma und der RAGE-Expression im Aortengewebe ermittelt werden (Branchetti 
et al. 2014). Die eigene Arbeitsgruppe untersuchte daraufhin das Aortengewebe 
von BAV- und TAV-Patienten hinsichtlich ihrer RAGE- und AGE-Expression und 
konnten die von Branchetti et al. erbrachten Ergebnisse bestätigen. Daraus lässt 
sich schließen, dass BAV-Patienten eine höhere Menge an RAGE exprimieren, 
als TAV-Patienten. Der RAGE-Ligand S100A6 wurde bis dato jedoch nicht in 
aortalen Pathologien untersucht.  
In der Genexpressionsanalyse, der quantitativen Proteinbestimmung mittels 
ELISA und in der semiquantitativen immunhistochemischen Auswertung konnten 
signifikant höhere S100A6-Konzentrationen in den BAV-Proben gegenüber den 
TAV-Proben nachgewiesen werden. Des Weiteren war immunhistochemisch ein 
gleichmäßiges Verteilungsmuster dieses Proteins über alle drei Wandschichten 
ersichtlich.  
S100A6 wird bekanntermaßen gewebespezifisch exprimiert. Abgesehen von 
pathologischen Krankheitszuständen, ist es physiologischerweise in Skelett- und 
Herzmuskel, Lunge, Niere, Milz und insbesondere in Fibroblasten und glatten 
Muskelzellen exprimiert (Kuźnicki et al. 1989; Daub et al. 2003). Die ringförmig 
angeordneten glatten Muskelzellen (engl. smooth muscle cells, SMC) sind 
Hauptbestandteil der Media. Außerdem ist die Media verhältnismäßig die 
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breiteste Schicht in der Aorta. Unter Einbeziehung dieser histologischen 
Merkmale der Aortenwand lässt sich das immunhistochemisch festgestellte 
breite Verteilungsmuster des S100A6 über die Aortenwand der untersuchten 
Proben erklären. Ebenfalls ist die hohe Expression von S100A6 in den 
untersuchten Aortenproben, gemessen in der Genexpressionsanalyse, 
nachvollziehbar.  
Zusätzlich zu der generell erhöhten S100A6-Expression in den untersuchten 
Aortenproben, konnte eine signifikant höhere Expression in BAV-Patienten 
festgestellt werden. Es gilt demnach zu eruieren, welche Faktoren zu einer 
Überexpression von S100A6 führen. In mehreren Studien wurden diverse 
Stressoren identifiziert, die mit einer Hochregulierung des S100A6 einhergehen. 
Ein grundlegender Unterschied der folgenden Studien zu den Untersuchungen 
dieser Arbeit ist, dass kein aortales Gewebe untersucht wurde. Während 
Lewington et al. eine erhöhte mRNA und Expression von S100A6 in 
postischämischen Nieren von Ratten feststellen (Lewington et al. 1997) konnten, 
wiesen Tsoporis et al. im Myokard von Ratten nach einem induzierten 
Myokardinfarkt und der daraus resultierenden Gewebeischämie eine höhere 
S100A6-Expression in der Periinarktzone nach  (Tsoporis et al. 2005). Des 
Weiteren untersuchten Breen et al. die Auswirkungen von zyklischer Dehnung 
pulmonalen Fibroblasten und stellten in den zyklisch gedehnten Zellen eine 
erhöhte S100A6-Expression fest (Breen et al. 1999). Den unterschiedlichen 
Gewebetypen war jedoch gemeinsam, dass sie auf zellulärem Stress mit einer 
Hochregulierung der S100A6-Expression antworteten. Bezogen auf die Thematik 
in der vorliegenden Arbeit, steht vor allem der mechanische Stress im 
Vordergrund. Es ist bekannt, dass die BAV durch ihre Morphologie zu einem 
asymmetrischen und turbulenten Flussmuster des Blutes führt, das sich 
ungünstig als mechanischer Stress auf die Aortenwand auswirkt. Dieser 
mechanische Stress konnte in mehreren 4D-MRT-Studien als sog. wall shear 
stress identifiziert und quantifiziert werden (Robicsek et al. 2004; Hope et al. 
2010). Verglichen zur Aorta von TAV-Patienten ist die Aorta der BAV-Patienten 
demzufolge einer höheren mechanischen Belastung ausgesetzt. Dies hat zur 
Folge, dass die mechanosensitiven Ionenkanäle der  glatten Muskelzellen 
aktiviert werden und auf diesem Wege einen Kalzium-Influx bewirken (Liu et al. 
1994). Da S100A6 durch Kalizumbindung eine Konformationsänderung erfährt, 
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ist es ihm dadurch möglich mit seinen Zielproteinen zu interagieren. Somit könnte 
der mechanische Stress verantwortlich für die Hochregulierung von S100A6 in 
BAV-Patienten sein. 
Die Kombination von mechanischem Stress und einer erhöhten 
S100A6-Expression führt zu dem einst von Schmidt et al. konstatierte 
Zwei-Treffer-Modell. Dieses beschreibt, dass das Vorliegen zweier Faktoren 
(„Treffer“) notwendig sind, die die Entstehung von vaskulären Dysfunktionen 
begünstigen: Der erste Treffer ist eine erhöhte Expression und Interaktion 
zwischen RAGE und seinem Liganden; der zweite Treffer umfasst heterogene 
Stimuli, u.a. Ischämie und mechanischen Stress (Schmidt et al. 2001). Dass der 
alleinige mechanische Stress kausal nicht ausreichend ist für die Entstehung von 
Aortendilatationen und -dissektionen in BAV-Patienten, wurde in mehreren 
Studien nachgewiesen. Demnach konnte eine Reduktion des mechanischen 
Stresses durch einen Aortenklappenersatz erreicht werden, jedoch war die 
Zunahme des Aortendurchmessers von BAV-Patienten weiterhin progredient 
(Yasuda et al. 2003; McKellar et al. 2010).  
Ein Zusammenspiel zwischen der S100A6-Expression, dem mechanischen 
Stress an der Aortenwand in BAV-Patienten und der vaskulären Dysfunktion ist 
somit durchaus denkbar und kann einen Beitrag zur Aortendilatation 
und -dissektion leisten. 
 
Ein intrinsischer Mechanismus, der zur Entstehung von Aortendilatation 
und -dissektion beisteuern könnte, ist die RAGE-abhängige 
Apoptose-induzierende Eigenschaft des S100A6. Bei der Apoptose handelt es 
sich um eine streng regulierte und programmierte Abfolge von Ereignissen, die 
in einer DNA-Fragmentation münden und so zum Zelltod führen (Haunstetter und 
Izumo 1998). 
Mehrere Studien untersuchten die Apoptose von VSMC in dilatierten, bzw. 
aneurysmatischen Aorten und die Mehrheit konnte diese auch nachweisen 
(Bonderman et al. 1999; He et al. 2006; Della Corte et al. 2008). Grundlage dafür 
war die nach Erdheim benannte zystische Medianekrose, heutzutage auch 
Mediadegeneration genannt, die sich u.a. durch einen nicht-inflammatorischen 
Verlust der VSMC auszeichnet und mit der Entstehung von Aneurysmen und 
Dissektionen assoziiert ist (Erdheim 1929). 
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Leclerc et al. untersuchten in einer Neuroblastom-Zelllinie die Interaktion von 
RAGE und S100A6 und ihre apoptotische Auswirkung auf die Neuroblastomzelle. 
Sie stellten fest, dass durch die Bindung von extrazellulärem S100A6 an RAGE 
apoptotische Signalwege getriggert werden. So führte die 
S100A6-RAGE-Interaktion zur Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies 
(engl. reactive oxygen species, ROS) und dadurch zur Aktivierung der 
c-Jun N-terminalen Kinase (JNK), einem Mitglied der 
mitogen-activated protein-Kinasen (MAP-Kinasen). Dies führte zu einer erhöhten 
Aktivität der Caspase 3 und 7 und letztendlich zur Apoptose der 
Neuroblastomzelle (Leclerc et al. 2007).  
Auch erfuhren Leberzellen eine proportional zur S100A6-Expression gesteigerte 
Aktivität von Caspase 3 und zeigten so eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber 
der Apoptose (Joo et al. 2008). Diese Suszeptibilität in S100A6-exprimierenden 
Leberzellen konnten auch Słomnicki et al. feststellen, brachten diese jedoch mit 
einer durch S100A6 ausgelösten p53-Aktivierung und -Translokation in 
Verbindung (Słomnicki et al. 2009).  
Dem gegenüber steht die Studie von Tsoporis et al. Sie untersuchten die 
Myozyten von Ratten und schrieben dem S100A6 einen anti-apoptotischen Effekt 
zu. Sie konstatieren, dass die TNF-α-induzierte Apoptose durch eine 
Überexpression von S100A6 limitiert werden kann. Dabei induziert das TNF-α 
die Transkription von NFĸB. Dieses bindet an den S100A6-Promotor und fördert 
die Transkription dieses Proteins. S100A6 dimerisiert seinerseits mit dem p53 
und hemmt damit dessen Phosphorylierung und Aktivierung. Zusammengefasst, 
verhindert S100A6 NFĸB-abhängig die Phosphorylierung von p53 und hemmt 
damit die durch TNF-α induzierte Apoptose (Tsoporis et al. 2008).  
Anhand dieser Studien wird ersichtlich, dass S100A6 sowohl anti- als auch 
pro-apoptotische Vorgänge begünstigt. Ein womöglich entscheidender 
Unterschied zwischen den vorgestellten Studien ist die untersuchte Zelllinie. So 
konnte eine pro-apoptotische Wirkung in Neuroblastom- und Leberzellen 
festgestellt werden, wohingegen sie in Myozyten limitiert wurde. Demnach kann 
angenommen werden, dass S100A6 zellspezifisch agiert. Des Weiteren handelt 
es sich in den Studien um verschiedene Signalwege, die S100A6 auslöst. Dabei 
ist für die vorliegende Arbeit der durch RAGE-S100A6-ausgelöste Signalweg von 
besonderem Interesse. Aus diesem Grund, sollte die Studie von Leclerc et al. als 
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Bezugspunkt für die vorliegende Arbeit dienen, da sie die RAGE-abhängige 
S100A6-induzierter Apoptose darstellten (Leclerc et al. 2007). 
Unabhängig zur S100A6-Thematik, untersuchten Della Corte et al. die Apoptose 
der VSMC in BAV- und TAV-Patienten mit Aortenklappenstenose und in 
Herzspendern. Die Studie bezog das erhöhte Vorkommen von Apoptose auf 
Veränderung der extrazellulären Matrix in BAV-Patienten, die ein zytoskeletales 
Rearrangement auslösten. So konnten sie höhere Konzentration von 
pro-apoptotischen Faktoren (Bmf-Bcl-2-Bindung) und einen erhöhten 
Apoptose-Index in nicht-aneurysmatischen BAV V-Patienten feststellen. Des 
Weiteren zeigte die konkave (K) Seite von aneurysmatische BAV-Proben einen 
höheren Apoptose-Index, verglichen zur Kontrollgruppe (Aorten von 
Herzspendern) (Della Corte et al. 2008). Der Vergleich des Apoptose-Index zu 
TAV-Proben ist nur begrenzt von Nutzen, da diese innerhalb der TAV-Gruppe 
sehr heterogen waren.  
In Zusammenschau mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, die eine 
signifikant erhöhte S100A6-Expression in der K-Seite der aneurysmatischen 
BAV-Proben aufzeigten, könnte es demnach auch einen Zusammenhang 
zwischen dem Apoptose-Index und der S100A6-Expression geben. So könnte 
S100A6 als ein Teil oder gar Auslöser der Apoptose-Kaskade gelten. Da im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit nur aneurysmatische Aorten untersucht 
wurden, können keine Aussagen zur S100A6-Expression in 
nicht-aneurysmatischen BAV-Aorten getroffen werden. Es scheint jedoch, dass 
selbst in diesen scheinbar normalen Aorten apoptotische Vorgänge eine Rolle 
spielen. 
Es gilt zu beachten, dass in der untersuchten Population dieser Arbeit nur in den 
BAV-Patienten eine signifikant erhöhte Anzahl an Aortenklappenstenosen 
nachgewiesen werden konnte, während die TAV-Patienten signifikant häufiger 
eine Aortenklappeninsuffizienz besaßen. Da Della Corte et al. nur BAV- und 
TAV-Patienten mit Aortenklappenstenose untersuchte, können ihre Ergebnisse 
nur auf die BAV-Gruppe bezogen werden.  
Della Corte et al. belegten zudem, dass der Apoptose-Index nicht mit dem 
Aortendurchmesser in BAV korreliert. Dies steht ebenfalls im Einklang mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit, in denen keine Korrelation zwischen der 
S100A6-Expression und dem Aortendurchmesser gestellt werden konnte.  
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In Anbetracht der Tatsache, dass apoptotische Vorgänge schon frühzeitig bei 
BAV-Patienten eine Rolle spielen und diese mit der S100A6-Expression der 
BAV-Proben einstimmig sind, gilt es zu eruieren, inwieweit eine 
RAGE-S100A6-Interaktion in den apoptotischen Signalweg in BAV-Patienten 
eingreift. 
 
Mit dieser Arbeit erfolgte erstmals die Untersuchung von der S100A6-Expression 
im Aortengewebe von BAV-Patienten. Es konnten signifikant höhere 
Konzentrationen seitens der BAV-Patienten festgestellt werden, insbesondere in 
der konkaven (K) Seite der Aorta. Durch vorangegangene Studien lässt sich nun 
vermuten, dass die apoptotische Eigenschaft des S100A6 in Kombination mit 
erhöhtem mechanischem Stress eine Rolle in der Entstehung der 
BAV-assoziierten proximalen Aortopathien spielen könnte. Es sind künftig 
weitere Untersuchungen notwendig, die S100A6 im Aortengewebe genauer 
charakterisieren. Im Fokus steht die Quantifizierung der S100A6-induzierten 
Apoptose und deren Bedeutung in der Pathogenese von Aortenaneurysmen 
und -dissektionen.  
Im Hinblick auf eine klinische Translation dieser Ergebnisse könnte in 
weiterführenden Untersuchungen die S100A6-Konzentration im Serum von 
BAV- und TAV-Patienten bestimmt werden und diese im Bezug zur 
S100A6-Expression im Aortengewebe betrachtet werden. 
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6.3 Expression von S100A12 
Es ist bekannt, dass RAGE neben der oben beschriebenen Apoptose auch in 
inflammatorische Signalwege involviert ist (Xie et al. 2013). Bereits im Jahr 1999 
wurde die inflammatorische Achse von S100A12 und RAGE beschrieben 
(Hofmann et al. 1999). Bisherige Studien konnten eine Überexpression des 
S100A12 bei inflammatorischen Krankheiten feststellen (Foell et al. 2003a; 
Foell et al. 2003d; Komatsuda et al. 2006; McMorran et al. 2007; Foell et al. 
2008). Teilweise korrelierte die Expression von S100A12 in inflammatorischem 
Gewebe mit der S100A12-Plasmakonzentration, so dass S100A12 als ein 
Biomarker für die Krankheitsaktivität diskutiert wurde (Sidler et al. 2008; Ligthart 
et al. 2014). 
Auch der Atherogenese und der Aneurysmenbildung wird eine inflammatorische 
Komponente zugesprochen (Harja et al. 2008; El-Hamamsy und Yacoub 2009),  
die in Zusammenhang mit S100A12 gebracht worden sind (Daugherty et al. 
2010; Oesterle und Bowman 2015). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die 
Expression und Verteilung des S100A12 untersucht. 
 
In der Genexpressionsanalyse, der quantitativen Proteinbestimmung mittels 
ELISA und in der semiquantitativen immunhistochemischen Auswertung zeigten 
sich niedrige Konzentrationen von S100A12 sowohl in den BAV-, als auch in den 
TAV-Proben. Zudem konnte kein signifikanter Unterschied in der 
S100A12-Expression zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen werden.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gehen konform mit denen von Branchetti 
et al., die die Serumkonzentration von S100A12 in BAV- und TAV-Patienten mit 
Aortendilatation verglichen und ebenfalls keinen signifikanten Unterschied 
feststellen konnten. Die Expression dieses Proteins im Aortengewebe 
untersuchten sie mittels Western Blots. Entsprechend zu den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit, konnten sie mit dieser Methode ebenfalls kein S100A12 
detektieren (Branchetti et al. 2014).  
Konträr zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit steht die Studie von 
Hofmann Bowman et al., die die Rolle von S100A12 in der vaskulären 
Inflammation charakterisierte und dem S100A12 eine Aortenwand-modulierende 
Eigenschaft, im Sinne einer aneurysmatischen Erweiterung, zusprach. Dazu 
generierten sie transgene Mäuse, die humanes S100A12 in ihren VSMC 
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exprimieren. Es zeigte sich in den transgenen Mäusen ein pathologisches 
Remodeling der Aortenwand mit einer Unterbrechung der elastischen Fasern, 
Verdickung der Aortenwand, Verlust der VSMC, Fibrose der Media, die 
letztendlich in einer aneurysmatischen Erweiterung der Aorta mündete. Diese 
Beobachtungen decken sich nicht mit den Analysen dieser Arbeit, denn die hier 
untersuchten Aortenproben zeigten aneurysmatische Erweiterungen trotz 
niedriger S100A12-Expression. Zudem konnte man in diesen Mäusen eine 
erhöhte Produktion an Zytokinen und ein erhöhtes Level an oxidativem Stress 
messen, was für ein inflammatorisches Geschehen spricht. Sie schlussfolgerten, 
dass durch S100A12 und die daraus resultierende Inflammation die Entstehung 
eines Aortenaneurysmas erklärbar ist. Zusätzlich wurde die 
S100A12-Expression in einem Patienten mit Familiärem Thorakalen Aneurysma 
Syndrom untersucht. In diesem zeigte sich eine starke S100A12-Expression in 
der Media, ko-lokalisiert zu den VSMC. Die Media zeigte die histologischen 
Auffälligkeiten wie bei der transgenen Maus (Hofmann Bowman et al. 2010). 
Der Widerspruch dieser Studie zu den vorliegenden Ergebnissen könnte zum 
Einen mit der untersuchten Patientenpopulation zu erklären sein. Während für 
diese Arbeit Analysen an humanen Aortenproben erfolgten, führten Hofmann 
Bowman et al. ihre Experimente im Mausmodell durch. Da S100A12 
natürlicherweise nicht im Mausmodell exprimiert ist, wurde mit Hilfe eines 
Promotors das Gen in die Mäuse transfiziert. Das forcierte Einbringen des 
S100A12 in die Maus und die damit verbundene Erzeugung von transgenen 
Mäusen könnte zu funktionellen Abweichungen der S100A12-RAGE-Interaktion 
führen. Da sie im Mausmodell nur die pathologischen Auswirkungen einer 
erhöhten S100A12-Expression darstellten, untersuchten sie zusätzlich die 
S100A12-Expression in einem Patienten mit Familiärem Thorakalen Aneurysma 
Syndrom. Damit sollte ein translationaler Ansatz zwischen S100A12 und 
Aortenaneuysma im Menschen angedeutet werden. Die untersuchte 
Patientenanzahl (n=1) stellt jedoch eine bedeutende Limitation dieser Studie dar 
und kann demnach nur als exemplarischer Einzelfall gewertet werden. Es ist eine 
größere und selektionierte Patientenpopulation notwendig, um den Zufall von der 
Regel zu differenzieren und um Störfaktoren, die die S100A12-Expression 
beeinflussen, auszuschließen. 
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Mit einer größeren Patientenpopulation konnten weiterführende Studien dienen 
(n=50, bzw. n=72). Diese Studien deuten aber eher darauf hin, dass S100A12 
vielmehr mit der Aortendissektion als mit dem Aortenaneurysma assoziiert ist. So 
konnten sie eine Hochregulierung von S100A12 in den VSMC und 
inflammatorischen Zellen von Patienten mit Aortendissektionen feststellen (Das 
et al. 2012; Jiang et al. 2014). Ferner untersuchten Das et al. die 
S100A12-Expression in klinisch stabilen Aortenaneurysmen (n=16). Diese 
Aorten überschritten einen Durchmesser von 55 mm. Unterstützend zu den 
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit war in diesen nur in 25 % der Fälle S100A12 
exprimiert. Interessanterweise konnte in diesen Fällen histologisch eine subakute 
oder chronische Dissektion nachgewiesen werden. Die Aortenaneurysmen ohne 
histologischen Anhalt für eine Aortendissektion exprimierten wiederum wenig bis 
gar kein S100A12 (Das et al. 2012). Diese Tatsache lässt annehmen, dass 
S100A12 mit der Aortendissektion assoziiert und als ein Marker für die 
inflammatorischen Veränderungen im Zustand nach Aortendissektion fungiert. 
Da die untersuchten Aortenproben der vorliegenden Arbeit nur aneurysmatisch 
erweitert waren und histologisch keine Anzeichen einer Aortendissektion zeigten, 
könnte es die generell niedrigen S100A12-Konzentrationen erklären. 
Ein zu berücksichtigender Unterschied der Studie zu den Untersuchungen dieser 
Arbeit ist der Aortendurchmesser der untersuchten Aortenaneurysmen. Der 
Aortendurchmesser gilt heutzutage als prädiktiver Marker für das Auftreten von 
Aortendissektion und -ruptur (Wilson und Hutchins 1982; Coady et al. 1999; 
Davies et al. 2002). Die von Das et al. untersuchten Aortenaneurysmen 
überstiegen einen Durchmesser von 55 mm, wohingegen die BAV-Proben der 
vorliegenden Arbeit im Durchschnitt einen Durchmesser von ca. 49 mm und die 
TAV-Proben 50 mm besaßen. Da aber deren Studienergebnisse mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit grundlegend übereinstimmen und die durchgeführten 
Korrelationsanalysen diesbezüglich nicht signifikant waren, scheint der Faktor 
Aortendurchmesser keine bedeutende Rolle für die S100A12-Expression zu 
spielen (s. Kapitel 6.5). 
 
Zusammenfassend geben die vorliegenden Ergebnisse einen Hinweis auf eine 
untergeordnete Rolle des S100A12 in der Aneurysmenbildung. Mit Hinblick auf 
vorangegangene Studien lässt sich annehmen, dass S100A12 vielmehr in den 
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inflammatorischen Vorgängen bei Aortendissektionen involviert ist. 
Perspektivisch wäre es von Nutzen, dissektierte Aorten von BAV- und 
TAV-Patienten auf die S100A12-Expression zu untersuchen und dessen 
Bedeutung in der Aortendissektion zu charakterisieren. 
6.3.1 Verteilung von S100A12 in der Aortenwand 
In vorangegangenen Studien wurde die Inflammation als ein bedeutender 
Pathomechanismus bei der Entstehung von Aortenaneurysmen 
und -dissektionen charakterisiert (Tang et al. 2005; He et al. 2006).  
Bekanntermaßen wird S100A12 vor allem von neutrophilen Granulozyten und 
Makropagen sezerniert (Yang et al. 2001; Jackson et al. 2017). Es besitzt pro-
inflammatorische Eigenschaften, die insbesondere durch die Interaktion mit 
RAGE-tragenden Immunzellen, wie zum Beispiel Makrophagen, zu Tage treten. 
Die Aktivierung von RAGE durch einen seiner Liganden führt zu sehr 
unterschiedlichen intrazellulären Prozessen, die u.a. die Inflammation 
begünstigen (Hofmann et al. 1999). 
Branchetti et al. untersuchten humanes dilatiertes Aortengewebe bezüglich der 
S100A12-Expression. Sie konnten nachweisen, dass S100A12 in nur wenigen 
inflammatorischen Infiltraten, lokalisiert in der Adventitia, exprimiert wurde. 
Zudem korrelierte die Expression im Gewebe mit der zirkulierenden 
sRAGE-Konzentration und diese korreliert wiederum mit der RAGE-Expression 
im Aortengewebe. Somit war bei Patienten mit niedrigem sRAGE-Level nur ein 
Minimum von S100A12 in der Adventitia exprimiert  (Branchetti et al. 2014). Diese 
Studie verdeutlicht, dass die Expression von S100A12 spezifisch in der 
Aortenwand seitens der Adventita verteilt und RAGE-abhängig ist. 
Mit der Frage, ob sich dieses deutliche Verteilungsmuster von S100A12 auch in 
den BAV und TAV-Proben widerspiegelt, wurde die Expression von S100A12 in 
der Adventitia untersucht und semiquantitativ mit dessen Expression in der Intima 
und Media verglichen. Dies erfolgte mit Hilfe einer immunhistochemischen 
Färbung. Es zeigte sich, wie bei Branchetti et al., eine signifikant höhere 
Expression des Proteins in der Adventitia verglichen zur Intima und Media. 
Zwischen BAV- und TAV-Patienten gab es keinen Unterschied.  
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Unabhängig von RAGE und S100A12 wurden in mehreren Studien 
inflammatorische Infiltrate in der Aortenwand bei Patienten mit Aortenaneurysma 
beschrieben, die vermehrt in der Adventitia lokalisiert waren. (Tang et al. 2005; 
He et al. 2006). He et al. konnten die Makrophagen vornehmlich um die Vasa 
vasorum der Adventitia nachweisen (He et al. 2008). Es liegt die Vermutung 
demzufolge nahe, dass die Immunzellen durch die Vasa vasorum in die 
Adventitia eintreten und von dort zur Pathogenese des Aortenaneurysmas 
beitragen. 
In der Studie von Zhao et al. stand die Inflammation der Adventitia im 
Aortenaneurysma im Fokus. Zwar wurde nicht eine RAGE-abhängige 
Signalkaskade untersucht, trotz dessen wird in der Studie ersichtlich, dass die 
inflammatorischen Vorgänge zunächst in der Adventitia einsetzten, um sich 
parakrin in die Media auszubreiten (Zhao et al. 2004). Ein solcher Mechanismus 
wäre auch für die RAGE-S100A12-Interaktion denkbar, zumal in den 
untersuchten aneurysmatischen Aorten der vorliegenden Arbeit nur die 
Adventitia S100A12-positiv war, wohingegen im Folgezustand, der 
Aortendissektion, die Media zusätzlich betroffen ist (Das et al. 2012). 
 
Zusammenfassend sind die vorliegenden Ergebnisse übereinstimmend mit der 
bisherigen Studienlage. Es konnte bestätigt werden, dass S100A12 signifikant 
höher in der Adventitia als in der Intima und Media in Aortenaneurysmen 
exprimiert ist und vermutlich eine Assoziation zu inflammatorischen Infiltraten 
besteht. Das Verteilungsmuster von S100A12 war in den BAV- und TAV-Proben 
annähernd gleich. Es sind weitere Untersuchungen notwendig, die einen 
eindeutigen Zusammenhang der erhöhten S100A12-Expression zu den 
inflammatorischen Infiltraten nachweisen.  
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6.4 Die S100-Proteine in Zusammenschau mit dem 
Aortendurchmesser 
Das Risiko einer Aortendissektion steigt mit zunehmenden Aortendurchmesser 
(Davies et al. 2002), so dass sich in den aktuellen Leitlinien die OP-Indikation 
maßgeblich nach dem Aortendurchmesser richtet (Erbel et al. 2014). Aus diesem 
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Beziehung zwischen dem 
Aortendurchmesser und der S100-Expression untersucht.  
Um eine größere Patientenpopulation zu erhalten, wurde die BAV- und 
TAV-Proben zusammengefasst. Einzig die Einteilung zwischen konvexer (V) und 
konkaver (K) Seite wurde beibehalten. Die Ergebnisse konnten weder beim 
S100A6 noch beim S100A12 eine signifikante Korrelation zum 
Aortendurchmesser feststellen. 
Gleichmaßen fanden Branchetti et al. keine Korrelation zwischen der 
zirkulierenden S100A12-Konzentration und dem Aortendurchmesser (Branchetti 
et al. 2014). Da eine Assoziation zwischen den in der Adventitia lokalisierten 
inflammatorischen Infiltraten und der dortigen erhöhten S100A12-Expression 
anzunehmen ist, dürfte es demnach auch keine Korrelation zwischen den 
inflammatorischen Zellen und dem Aortendurchmesser geben. Genau diesen 
Sachverhalt untersuchten He et al. und konnten entsprechend keine Korrelation 
feststellen (He et al. 2008). Diese Tatsache bekräftigt zudem die Annahme, dass 
die S100A12-Expression mit den inflammatorischen Infiltraten verknüpft ist.  
 
S100A6 wurde bisher nicht in aortalen Pathologien untersucht. Es gibt aber 
Grund zur Annahme, dass die apoptotische Eigenschaft des S100A6 ein 
bedeutender Faktor in der Pathogenese des Aortenaneurysmas sein könnte 
(s. Kapitel 6.2). Da in Aortenaneurysmen und -dissektionen vermehrt 
apoptotische Vorgänge nachgewiesen wurden (Bonderman et al. 1999; He et al. 
2006; Della Corte et al. 2008), wäre eine signifikant positive Korrelation zwischen 
der S100A6-Konzentration und dem Aortendurchmesser denkbar. Dies wurde 
jedoch nicht bestätigt. Anhand der Studie von Della Corte et al. lässt sich die 
Apoptose in aortalen VSMC in eine frühe und späte Phase einteilen. Zwar stieg 
der Apoptose-Index mit größerem Aortendurchmesser an, jedoch zeigte sich 
zeitgleich eine Reduktion der mRNA eines pro-apoptotischen Faktors (Della 
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Corte et al. 2008). Diese Tatsache in Kombination mit der fehlenden Korrelation 
zum Aortendurchmesser lässt vermuten, dass die pro-apoptotische Eigenschaft 
des S100A6 in der frühen Phase der Apoptose eine Rolle spielen, wohingegen 
in der späten Phase andere Signalwege dominieren.  
 
6.5 Diskussion von mikroskopischen Veränderungen in der 
Aortenwand   
Die aneurysmatisch veränderte Aortenwand zeigt histopathologische 
Abweichungen von der physiologischen Wandstruktur. Zu diesen gehört u.a. die 
Fragmentierung elastischer Fasern, der Verlust von VSMC, die Ablagerung von 
Proteoglykanen und die Fibrosierung (Roberts und Roberts 1991; Russo et al. 
2008; Michelena et al. 2015). 
Mit der HE-Färbung, einer Übersichtsfärbung, wurden die histopathologischen 
Veränderungen in der Aortenwand von BAV- und TAV-Patienten beurteilt. In die 
Bewertung wurden die Gesamtstruktur der Aortenwand, die Intimabreite, 
arteriosklerotische Veränderungen und die strukturellen Veränderungen in der 
Media mit einbezogen. 
Die Ergebnisse zeigten eine gut erhaltende Gesamtstruktur der Aortenwand in 
BAV- und TAV-Patienten. Mit Ausnahme einiger Einzelfälle war die 
Dreischichtung normgerecht. Die Media der beiden Gruppen unterschied sich 
nicht signifikant. Circa zwei Drittel der Proben zeigten eine normgerechte 
Mediastruktur, ein Drittel zeigte Auflockerungen der ansonsten konzentrisch 
angeordneten elastischen Lamellen. Diese waren tendenziell häufiger in der 
konvexen Seite zu sehen, was in Einklang mit dem lokal erhöhten mechanischen 
Stress steht (Cao et al. 2017). 
6.5.1 S100A12 und Atherosklerose 
Das Hauptaugenmerk der histopathologischen Untersuchung lag auf den 
arteriosklerotischen Veränderungen der Proben und der damit verbundenen 
Intimabreite, da in vorangegangen Studien ein Zusammenhang zwischen 
S100A12 und Atherogenese konstatiert wird.    
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Die Arteriosklerose gilt als Sammelbegriff für die Verhärtung der Arterienwand 
unabhängig von der Genese. Die mit Abstand häufigste Form der Arteriosklerose 
ist die Atherosklerose. Die Atherosklerose beschreibt eine inflammatorische 
Erkrankung des Gefäßes, die multifaktoriell bedingt ist. Sie folgt einem 
stadienhaften Verlauf, die ihren Beginn in einer endothelialen Dysfunktion hat 
und über Plaquebildung in komplizierte Läsionen mit Cholesterineinlagerungen 
mündet (Ross 1999). An diesem stadienhaften Verlauf der Atherogenese wurde 
das HE-Grading angelehnt. Dies ermöglichte eine differenzierte Auswertung von 
den Proben mit variierendem Atherosklerosegrad.  
Bei der Untersuchung der Proben zeigten sich nur wenige atherosklerotische 
Veränderungen. In annähernd allen BAV-Proben (> 90 %) waren keine 
atherosklerotischen Veränderungen detektierbar. Auch die TAV-Proben waren 
größtenteils ohne atherosklerotische Auffälligkeiten, jedoch konnte man einigen 
Ausnahmefällen einen der höhergradigen atherosklerotischen Veränderungen, 
im Sinne von fibrösen Plaques und eingelagerten Cholesterinkristallen, 
zuordnen. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die untersuchten 
Aortenproben kaum manifeste atherosklerotische Veränderungen aufwiesen. In 
Gesamtbetrachtung mit den niedrigen S100A12-Konzentrationen in diesen 
Proben, könnte angenommen werden, dass es einen Zusammenhang zwischen 
dem S100A12 und der Atherosklerose gibt. Aus diesem Grund wurde die 
Korrelation überprüft und es fand sich eine geringe, wenn auch signifikant 
positive Korrelation zwischen der S100A12-Konzentration und dem 
Atherosklerosegrad in den untersuchten Gewebeproben.  
Die vorliegenden Ergebnisse können durch mehrere Studien, die die Bedeutung 
von S100A12 in der Atherogenese darstellten, unterstützt werden. Burke et al. 
untersuchten in einer post mortem Studie rupturierte Koronararterienplaques und 
stellten darin eine starke RAGE- und S100A12-Expression fest (Burke et al. 
2004). Ebenso war die Plasmakonzentration und Expression von S100A12 in den 
Plaques der A. carotis erhöht (Abbas et al. 2012). Im Mausmodell zeigten 
S100A12-transgene Mäuse größere arteriosklerotische Plaques, eine erhöhte 
Expression osteoblastischer Gene und oxidativen Stress (Hofmann Bowman et 
al. 2011). Des Weiteren konnte in zwei Querschnittsstudien in chronisch 
nierenkranken Patienten eine positive Korrelation zwischen der 
S100A12-Plasmakonzentration und der Prävalenz von kardiovaskulären 
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Erkrankungen festgestellt werden (Nakashima et al. 2010; Shiotsu et al. 2011). 
S100A12 wird sogar als Biomarker für die KHK konstatiert. Vor dem Hintergrund, 
dass die Inflammation eine Rolle in der Atherogenese spielt, untersuchten 
Ligthart et al. 16 verschiedene inflammatorische Biomarker bezüglich der 
Inzidenz einer KHK, dem Krankheitsbild der Atherosklerose. So wurde in einer 
longitudinalen Studie, bestehend aus 839 Patienten ohne KHK, die Inzidenz einer 
KHK nach zehn Jahren erhoben und auf Assoziation zu einem dieser Biomarker 
getestet. Nur die erhöhte Serumkonzentration von S100A12 zeigte eine 
signifikante Assoziation zur Inzidenz einer KHK (Ligthart et al. 2014), und somit 
indirekt zu der Atherosklerose. 
Daneben wurde RAGE in mehreren Studien unabhängig von S100A12 
untersucht. Harja et al. untersuchten die Bedeutung von RAGE in der 
Atherogenese in Knock-out-Mäusen. Sie stellten in den Mäusen ohne 
RAGE-Expression eine verminderte Atherosklerose fest. Ebenso konnten sie 
eine verminderte Inflammation und Endotheldysfunktion – zwei 
Schlüsselereignisse in der Pathogenese der Atherosklerose – in Abwesenheit 
von RAGE feststellen (Harja et al. 2008). Dem RAGE werden demnach auch 
unabhängig von seinem Liganden S100A12 atherogene Eigenschaften 
zugesprochen (Bucciarelli et al. 2002; Cipollone et al. 2003; Falcone et al. 2005; 
Wendt et al. 2006). 
Die Atherogenität des pro-inflammatorischen S100A12 kommt durch die 
Interaktion mit RAGE zum Vorschein.  Diese Interaktionen umfassen u.a. die 
Produktionen von Zytokinen, wie Interleukine und TNF-α und 
Adhäsionsmoleküle, ICAM- und VCAM-1 (Hofmann et al. 1999). Dem 
widersprechen jedoch Goyette et al., die unter gleichen Bedingungen wie 
Hofmann et al. keine Zytokinproduktion durch S100A12 in RAGE-tragenden 
Makrophagen stimulieren konnten (Goyette et al. 2009). Vielmehr bezieht die 
Arbeitsgruppe die Atherogenität des S100A12 auf seine chemotaktische Aktivität 
gegenüber Mastzellen und die Stimulierung der Mastzelldegranulation. 
Vorangegangene Studien stellten die Bedeutung von Mastzellen in der 
Atherogenese dar (Sun et al. 2007) und konnten nachweisen, dass S100A12 in 
RAGE-unabhängiger Weise die Mastzellrekrutierung und damit die 
Atherogenese fördert (Yan et al. 2008). 
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Daraus kann man den Schluss ziehen, dass S100A12 ein potenter Stimulator der 
Atherogenese sowohl in Anwesenheit, als auch in Abwesenheit von RAGE ist 
und im Aortengewebe möglicherweise die RAGE-abhängige Atherogenese 
dominiert. 
 
Neben den direkten atherosklerotischen Veränderungen wurde die Intimabreite 
gemessen. Eine Verbreiterung der Intima ist oftmals ein Ausdruck von frühen 
arteriosklerotischen Stadien. Verschiedene Faktoren, die das Endothel chronisch 
belasten, wie z.B. oxidiertes LDL, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus oder 
auch Mikroorganismen, führen zu einer endothelialen Dysfunktion. Diese äußert 
sich durch eine erhöhte Permeabilität, so dass sich oxidiertes LDL in die Intima 
einlagern kann, das wiederum die Expression von Adhäsionsfaktoren für 
Monozyten und T-Lymphozyten induziert. In frühen Stadien der Atherosklerose 
nimmt demnach die Intimabreite aufgrund der Migration von Entzündungszellen 
zu (Ross 1999; Weissberg 1999; Tousoulis et al. 2011).  
Bezüglich der Intimabreite konnte in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden, 
dass die TAV-Proben eine signifikant breitere Intima haben, verglichen mit den 
BAV-Proben. Daraus lässt sich schließen, dass sich die TAV-Proben im 
Frühstadium der Atherogenese befinden, wohingegen nur wenige BAV-Proben 
ein Indiz auf atherosklerotische Veränderungen liefern. 
Ein Erklärungsansatz für das vermehrte Auftreten von frühen und den vereinzelt 
manifesten arteriosklerotischen Veränderungen in TAV-Patienten könnte in den 
Charakteristika der untersuchten Studiengruppen liegen. Diese wurden im 
Vorfeld auf Unabhängigkeit getestet. Ein signifikanter Unterschied zwischen den 
beiden Gruppen lag jedoch im Vorhandensein einer KHK, die in der TAV-Gruppe 
signifikant häufiger vorlag. Die KHK beruht auf den atherosklerotischen 
Veränderungen in den Koronararterien, die zu einer Lumenverengung der 
Koronararterien führt, wodurch ein Missverhältnis von Sauerstoff-Angebot 
und -Bedarf im Myokard resultiert. Demnach ist die KHK ein 
Atherosklerose-assoziiertes Krankheitsbild. Patienten, die an einer KHK leiden, 
erfüllen Risikofaktoren, die nicht nur die Atherogenese in den Koronararterien 
begünstigen, sondern auch in der Aorta (Tunstall-Pedoe 2003). Somit ist es 
nachvollziehbar, dass in den untersuchten TAV-Proben die schwergradigen 
atherosklerotischen Veränderungen zu finden waren. Die Tatsache, dass die 
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KHK signifikant häufiger in der TAV-Gruppe vorhanden war als in der 
BAV-Gruppe, begrenzt die direkte Vergleichbarkeit von arteriosklerotischen 
Veränderungen in diesen Gruppen. Trotz dessen war sie kein Störfaktor in der 
Korrelationsanalyse. 
Ein Weiterer, wenn auch nicht signifikanter, Unterschied lag im Patientenalter. 
Die TAV-Patienten waren im Durchschnitt ca. fünf Jahre älter. Ein letzter nicht 
signifikanter Unterschied war, dass mehr Diabetiker in der der TAV-Gruppe 
waren. Das Patientenalter und der Diabetes mellitus wurden als 
Hauptrisikofaktoren für die Entstehung der Atherosklerose identifiziert 
(Tunstall-Pedoe 2003; Zeadin et al. 2013). Da sich aber dessen Inzidenz in den 
Studiengruppen nicht signifikant voneinander unterschied, sind diese Faktoren 
zu vernachlässigen. 
 
Zusammenfassend konnten in der mikroskopischen Untersuchung der 
Aortenproben kaum manifeste atherosklerotische Veränderungen nachgewiesen 
werden. Lediglich die Intimabreite war in den TAV-Proben signifikant verbreitert, 
was als ein frühes subklinisches Stadium der Atherosklerose gewertet werden 
kann. 
Zwischen dem Atherosklerosegrad und der S100A12-Konzentration im 
Aortengewebe zeigte sich eine signifikante, schwach positive Korrelation. Unter 
Einbezug der aktuellen Studienlage legen die präsentierten Ergebnisse nahe, 
dass S100A12 zwar mit den atherosklerotischen Veränderungen korreliert, 
jedoch erst eine größere Rolle im manifesten atherosklerotischen Geschehen, 
wie der KHK, spielt, als in den frühen Stadien der Atherosklerose, die 
hauptsächlich in den untersuchten Aorten repräsentiert waren. 
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6.6 Schlussfolgerung 
Die vorliegende Arbeit diente der Untersuchung der Rolle der RAGE-Liganden 
S100A6 und S100A12 in der Pathogenese der BAV-assoziierten Aortopathie. 
Der Schwerpunkt lag auf der Expression und Verteilung dieser beiden Proteine 
in der Aortenwand von BAV- und TAV-Patienten. Zudem wurden die 
atherosklerotischen Veränderungen in den Aortenproben quantifiziert und im 
Zusammenhang zur S100A12-Expression betrachtet. 
Die Ergebnisse konnten zeigen, dass BAV-Patienten eine signifikant höhere 
Expression von S100A6 aufweisen. Dies könnte auf die Induktion der 
Proteinexpression bei erhöhtem mechanischem Stress, ausgelöst durch die 
Klappenmorphologie bei BAV-Patienten, zurückzuführen sein. Zudem scheint es, 
dass die RAGE-abhängige apoptotische Eigenschaft des S100A6 eine Rolle in 
der Aneurysmenbildung spielen könnte. 
S100A12 zeigte sowohl in BAV- als auch TAV-Patienten eine niedrige 
Expression und es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden 
Gruppen festgestellt werden. Somit scheint der Einfluss des S100A12 auf die 
Pathogenese von Aortenaneurysmen gering zu sein. Unter Einbezug weiterer 
Studien scheint das Protein vielmehr an der Pathogenese von 
Aortendissektionen beteiligt zu sein. Bezüglich des Verteilungsmusters des 
S100A12 zeigte sich eine signifikant höhere Expression in der Adventitia, als in 
der Intima und Media, in BAV- und TAV-Patienten. Vor dem Hintergrund, dass 
S100A12 ein pro-inflammatorisches Protein ist, könnte es eine Assoziation zu 
den in der Adventitia-befindlichen inflammatorischen Infiltraten geben, die zu 
einer Aortendilatation bzw. -dissektion beisteuern. 
Es zeigte sich keine Korrelation zwischen der Expression der S100-Proteine 
S100A6 und S100A12 und dem Aortendurchmesser. Daraus lässt sich 
schließen, dass diese Proteine keinen maßgeblichen Einfluss auf die 
Progression der Aortendilatation haben und möglicherweise nur in der frühen, 
bzw. späten Phase der Dilatation bedeutend sind.  
Die Untersuchung mikroskopischer Veränderungen in der Aortenwand zeigte 
wenig Abweichungen von der physiologischen Struktur der Aorta. Lediglich die 
Intima war in den TAV-Proben signifikant breiter als in den BAV-Proben, was auf 
frühe subklinische atherosklerotische Veränderungen hindeutet. Manifeste 
atherosklerotische Veränderungen waren, außer in wenigen Ausnahmefällen, 
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nicht vorhanden. Korrelationsanalysen stellten einen signifikanten, schwach 
positiven Zusammenhang zwischen der S100A12-Konzentration im 
Aortengewebe und dem Atherosklerosegrad fest. Im Zusammenhang mit den 
kaum vorhandenen atherosklerotischen Veränderungen, den niedrigen 
S100A12-Konzentrationen der Aortenproben und deren positive signifikante 
Korrelation, bekräftigt dies den Zusammenhang zwischen der 
S100A12-Expression und dem Auftreten von Atherosklerose. 
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6.7 Limitationen 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Aortengewebe von insgesamt 46 BAV- und 
39 TAV-Patienten untersucht. Es wurde weitgehend darauf geachtet, dass die 
Charakteristika Raucherstatus, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie und 
koronare Herzkrankheit (KHK) in beiden Studiengruppen BAV und TAV 
gleichverteilt waren. Dies wurde mit dem Chi-Quadrat-Test geprüft. Dabei konnte 
ein signifikanter Unterschied im Vorhandensein einer KHK festgestellt werden, 
die in den TAV-Patienten häufiger vorhanden war. Ebenso war bezüglich den 
Aortenklappenvitien ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu 
verzeichnen. 
 
Eine weitere grundlegende Limitation ist das Fehlen einer gesunden 
Kontrollgruppe. In den durchgeführten Untersuchungen diente die TAV-Gruppe 
als Vergleichsgruppe, jedoch kann sie auf Grund ihrer Vorhandenen 
Aortendilatation nicht als „gesund“ gewertet werden. Jedoch ist es ethisch nicht 
vertretbar Aortenbiopsien von gesunden Patienten zu erhalten. Eine andere 
Möglichkeit wäre gewesen, Aortengewebe von herztransplantierten Patienten 
oder aus der Pathologie von nicht herzkranken Verstorbenen zu erhalten. In 
beiden Fällen besteht jedoch ein Problem bezüglich der Probenqualität. Das 
Gewebe sollte frisch sein und nach Biopsie in stetiger Kühlkette gelagert werden, 
um eine gute Qualität des Gewebes beizubehalten. Die Kühlung verzögert die 
noch post mortem ablaufenden zellulären Reaktionen und verlängert 
Halbwertszeit von Proteinen und wirkt demnach dem Aktivitätsverlust der 
Proteine entgegen. Die Gewährleistung dieser Kühlkette und der 
schnellstmögliche Transport des Gewebes ins Labor ist mit Probenmaterial aus 
der Pathologie nicht möglich. Bei Herztransplantierten gestaltet sich die 
Probenentnahme auch schwierig. 
Somit können nur Aussagen über die BAV-Gruppe im Vergleich zur TAV-Gruppe 
getroffen werden. 
 
Eine technische Limitation ergab der Western Blot des S100A6. Diese Methodik 
ist durch die mehrstufigen Arbeitsschritte sehr anfällig für Fehler. Die Problematik 
bestand darin, dass S100A6 mit ca. 10 kDa ein sehr kleines Protein ist. Diese 
sind in der Regel schwierig zu detektieren. Es wurde ausgiebig getestet und 
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jegliche Parameter, die sich hinsichtlich der Theorie günstig auf die Detektion 
solch kleiner Proteine auswirken könnte, nach bestem Wissen, verändert. Durch 
den Einsatz von höherprozentigen Gelen, einer langsameren Auftrennung im 
SDS-PAGE, die Optimierung der verwendeten Puffer, kleiner porigeren 
Membranen, unterschiedlichen Blocking-Reagenzien und einer längerer 
Blotdauer im Niedervoltbereich gelang es jedoch nicht, gut auswertbare Banden 
zu detektieren. Die Banden waren deutlich erkennbar, aber kaum voneinander 
zu trennen. Um keine falsch hohen oder niedrigen Werte zu erhalten, wurde sich 
für den ELISA als Alternativ-Methode entschieden. 
Der Western Blot des S100A12 hätte theoretisch eine ähnliche Problematik 
aufzeigen müssen, auf Grund der geringen molekularen Masse des Proteins. Es 
ließen sich jedoch keine Banden nachweisen. Dies geht konform mit den 
Ergebnissen der Genexpressionsanalyse und des ELISA. Diese beiden 
Methoden sind sensitiver als der Western Blot und zeigten niedrige 
S100A12-Konzentrationen. Der Western Blot des S100A12 diente demnach nur 
zur Bestätigung dieser niedrigen Werte. 
Eine weitere technische Limitation führte zu einer geringeren Patientenanzahl für 
die Auswertung des ELISA von S100A12. Dabei umfasst die BAV-Gruppe mehr 
als doppelt so viele Patienten, als die TAV-Gruppe. Dies ist der geringen 
S100A12-Konzentration der Aortenproben geschuldet. Das ELISA für S100A12 
kann eine gewisse Range an S100A12-Konzentration im Probenmaterial 
detektieren. Die in den Proben enthaltende S100A12-Konzentrationen bewegten 
sich an der unteren Grenze dieses Messbereiches und waren aus diesem Grund 
sehr anfällig für technische Fehler. Zur Identifizierung dieser Fehler wird der 
Variationskoeffizient (engl. coefficient of variation, CV) genutzt. Dieser gibt die 
Variation der Konzentration einer mehrfach gemessenen Probe an und ist 
demnach ein Maß für die Reproduzierbarkeit des ELISA.  Ein optimaler 
Intraassay-Variationskoeffizient sollte unter 10 % liegen. Da sich die 
Probenkonzentrationen am unteren Messbereich bewegten, war ein CV von 
20 % vertretbar (Wild 2001; Friedrich 2006). Mit einem hochgesetzten CV-Wert 
und dem Auftragen von Triplikaten statt Duplikaten auf die Mikrotiterplatte war es 
möglich, valide Ergebnisse zu erzielen. Es mussten jedoch mehrere Proben 
exkludiert werden, weil niedrige Probenkonzentrationen zu größeren CV-Werten 
tendieren.  
 Zusammenfassung 
95 
 
7 Zusammenfassung 
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades Dr. med. 
 
Titel: Charakterisierung der Rolle der RAGE-Liganden S100A6 
und S100A12 in der Pathogenese von BAV-assoziierten 
Aortopathien 
 
eingereicht von: Neda Rahbar Kooybaran 
 
angefertigt am: Sächsischen Inkubator für klinische Translation (SIKT) 
   Herzchirurgie, Universität Leipzig 
   Philipp-Rosenthal-Str. 55 
   04103 Leipzig 
 
Betreuer:   Prof. Dr. med. Christian D. Etz 
Mitbetreuerin: Dr. med. Josephina Haunschild 
 
Januar 2019 
 
Hintergrund: Die bikuspide Aortenklappe (engl. bicuspid aortic valve, BAV) ist 
mit einer Prävalenz von 0,5 - 2 % die häufigste angeborene kardiale Anomalie 
(Roberts 1970; Hoffman und Kaplan 2002). Klinisch relevant ist die BAV aufgrund 
ihrer assoziierten proximalen Aortopathien, dem Aortenaneurysma und der 
Aortendissektion (Fedak et al. 2002). Dabei haben BAV-Patienten ein circa 
achtfach höheres Dissektionsrisiko im Vergleich zu Patienten mit einer 
trikuspiden Aortenklappe (engl. tricuspid aortic valve, TAV) und erleiden diese 
lebensbedrohliche Komplikation bis zu eine Dekade früher (Larson und Edwards 
1984; Roberts und Roberts 1991; Michelena et al. 2011). Die Wichtigkeit des 
Krankheitsbildes der Aortendissektion spiegelt sich in der hohen Mortalitätsrate 
von 27,4 % wider (Hagan et al. 2000). 
Als einzig präventive Therapiemöglichkeit der Aortendissektion gilt aktuell der 
vorzeitige proximale Aortenersatz, dessen Indikation fast ausschließlich anhand 
des Aortendurchmessers gestellt wird. Dies basiert auf der Tatsache, dass einige 
Studien eine Assoziation zwischen dem Auftreten einer Aortendissektion und 
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dem Aortendurchmesser zeigen konnten. So steigt das Risiko einer 
Aortendissektion bei vergrößertem Aortendurchmesser an (Coady et al. 1999; 
Davies et al. 2002).   
Die Ätiologie von BAV-assoziierten Aortopathien ist bis dato nicht vollends 
beschrieben. Durch ein tiefergehendes Verständnis der Pathogenese könnten 
jedoch, neben dem Aortendurchmesser, weitere Marker etabliert werden, die zu 
einer optimierten Einschätzung des Dissektionsrisiko bei BAV-Patienten 
beitragen sollen. 
Hintergrund dieser Studie waren Untersuchungen von anderen Autoren, die eine 
erhöhte Serumkonzentration und Gewebeexpression des receptor for advanced 
glycation endproducts (RAGE) bei BAV-Patienten feststellen konnten und diesen 
als möglichen Biomarker für BAV-assoziierte Aortopathien konstatieren 
(Branchetti et al. 2014). Zudem konnte die eigene Arbeitsgruppe eine erhöhte 
Expression von einem RAGE-Liganden, den advanced glycation endproducts 
(AGE), in BAV-Patienten feststellen. Daraus entstand die Frage, wie sich die 
Expression weiterer RAGE-Liganden, dem S100A6 und S100A12, im 
Aortengewebe von BAV- gegenüber TAV-Patienten verhält. 
Die S100-Proteine sind Kalzium-bindende Proteine und unterteilen sich zum 
gegenwärtigen Zeitpunkt in 24 Subtypen. Abgesehen von ihrer physiologischen 
intra- und extrazellulären Funktion, wurde eine veränderte Expression dieser 
Proteine bei diversen Krankheitsbildern beobachtet. S100A6 wurde in den letzten 
Jahren insbesondere mit apoptotischen Vorgängen in Verbindung gebracht, 
bislang allerdings nicht in aortalem Gewebe untersucht (Leclerc et al. 2007; Joo 
et al. 2008). Demgegenüber wird dem S100A12 eine bedeutende Rolle in der 
Pathogenese von Aortenaneurysmen und -dissektionen zugesprochen 
(Hofmann Bowman et al. 2010). Zudem wird S100A12 als ein begünstigender 
Faktor in der Atherogenese gesehen (Goyette et al. 2009; Oesterle und Bowman 
2015). 
Fragestellung: Wie ist die Expression und Verteilung von den RAGE-Liganden 
S100A6 und S100A12 im Aortengewebe von BAV-, verglichen mit 
TAV-Patienten? Welchen Einfluss könnten sie auf die Pathogenese der 
Aortendilatation/-dissektion haben? Gibt es einen Zusammenhang zwischen 
dem Aortendurchmesser und der Expression dieser Proteine? In welchem 
Ausmaß sind die Aortenproben histologisch, insbesondere atherosklerotisch, 
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verändert? Gibt es einen Zusammenhang zwischen Schweregrad der 
Atherosklerose und der S100A12-Expression? 
Methoden: Es wurde das aneurysmatische Aortengewebe von 46 BAV- und 
39 TAV-Patienten, die einen operativen Aortenersatz erhielten, untersucht. 
Dabei wurde die konvexe (V) Seite der Aorta getrennt von der konkaven (K) Seite 
analysiert. Die Expression der Proteine S100A6 und S100A12 wurde mittels 
Genexpressionsanalyse, Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), 
Immunhistochemie und Western Blot gemessen. Das Verteilungsmuster der 
beiden Proteine innerhalb der Aortenwand wurde mittels Immunhistochemie 
dargestellt. Die histopathologischen Veränderungen in der Aorta wurden mit Hilfe 
der HE-Färbung dargestellt und in einem Grading quantifiziert. Dabei wurden die 
Proben unter den folgenden Gesichtspunkten untersucht: Gesamtstruktur der 
Aorta, Breite der Intima, atherosklerotische Veränderungen sowie Struktur der 
Media. Darüber hinaus wurden Korrelationsanalysen hinsichtlich 
(1) der S100A6- und S100A12-Expression und dem Aortendurchmesser und 
(2) der S100A12-Expresssion und dem histologischen Atherosklerosegrad 
durchgeführt, um mögliche Zusammenhänge zwischen diesen Faktoren zu 
identifizieren. 
Ergebnisse: In der Genexpressionsanalyse, im ELISA und in der 
Immunhistochemie zeigten sich eine signifikant höhere Expression von S100A6 
bei den BAV-Patienten gegenüber den TAV-Patienten, sowohl in der V-Seite 
(ELISA: 1877,39 pg/mg ± 195 vs. 1016,17 pg/mg ± 100; p < 0,001) als auch 
K-Seite (ELISA: 2264,88 pg/mg ± 195 vs. 770,81 pg/mg ± 69; p < 0,001). 
Die Genexpressionsanalyse, das ELISA und die Immunhistochemie von 
S100A12 zeigten hingegen sowohl bei BAV- als auch bei TAV-Patienten eine 
niedrige Expression. Es konnte zudem kein Unterschied in den beiden Gruppen 
bezüglich der Expression festgestellt werden. In der Immunhistochemie von 
S100A12 bildete sich ein deutliches Verteilungsmuster des Proteins ab. Es zeigte 
sich eine signifikant höhere Expression in der Adventitia gegenüber der Intima 
und Media. 
In Zusammenschau der Expression von S100A6 und S100A12 mit dem 
Aortendurchmesser konnte keine signifikante Korrelation festgestellt werden. 
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Die histologische Untersuchung der Aorten hinsichtlich pathologischer 
Veränderungen ergaben eine weitgehend normgerechte Gesamtstruktur der 
Aorten. Signifikante Unterschiede ergaben sich hinsichtlich der Intima, die 
signifikant breiter in den TAV- als in den BAV-Proben war. In den Proben waren 
kaum arteriosklerotische Veränderungen nachweisbar, die vergleichsweise 
häufiger in den TAV-Proben vorhanden waren. Die Korrelation zwischen 
histologischem Atherosklerosegrad und der S100A12-Expression war schwach, 
aber signifikant positiv (Spearman-Rho-Koeffizient: 0,267; p = 0,048).  
Diskussion: Die BAV begünstigt durch ihre Morphologie einen turbulenten 
Blutfluss, der zu erhöhten Scherkräften an der Aortenwand von BAV-Patienten 
führt (Robicsek et al. 2004; Bieging et al. 2011). Mehrere Autoren beschrieben, 
dass Zellen auf Zellstress unterschiedlicher Genese mit einer Hochregulierung 
der S100A6-Expression reagierten (Lewington et al. 1997; Tsoporis et al. 2005). 
Dementsprechend konnte eine signifikant erhöhte Expression an S100A6 in den 
BAV-, verglichen mit den TAV-Patienten festgestellt werden. Unter Einbezug der 
höheren S100A6-Expression in BAV-Patienten könnte sich ihre erhöhte 
Anfälligkeit für Aortendissektionen anhand des Zwei-Treffer-Modells nach 
Schmidt et al. erklären lassen. Dieses beschreibt, dass die Kombination von 
Zellstress und die erhöhte Expression und Interaktion eines RAGE-Liganden mit 
RAGE die Entstehung von vaskulären Dysfunktionen begünstigt (Schmidt et al. 
2001). 
Bei dieser Ligand-Rezeptor-Interaktion könnte insbesondere die 
RAGE-abhängige apoptotische Eigenschaft des S100A6 relevant sein. Diese 
Eigenschaft wurde in mehreren Studien, u.a. in Leberzellen und 
Neuroblastomzellen, nachgewiesen (Leclerc et al. 2007; Joo et al. 2008). Im 
Gegensatz dazu wurden dem S100A6 auch anti-apoptotische Eigenschaften 
zugesprochen, wie zum Beispiel in Myozyten (Tsoporis et al. 2008). Demnach 
kann angenommen werden, dass S100A6 einerseits zellspezifisch agiert, 
andererseits dass der durch S100A6-ausgelöste Signalweg von erhöhter 
Relevanz ist. Aus diesem Grund sollte die Studie von Leclerc et al. als 
Bezugspunkt für die vorliegende Arbeit dienen, da sie den ausgelösten 
Signalweg nach einer S100A6-RAGE-Interaktion beschrieben und somit die  
RAGE-abhängige S100A6-induzierte Apoptose darstellten (Leclerc et al. 2007). 
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S100A12 war nur gering in den Aortenproben exprimiert. Auffällig war jedoch das 
Verteilungsmuster, welches eine signifikant erhöhte Expression dieses Proteins 
in der Adventitia zeigte, verglichen zur Intima und Media. Die Untersuchungen 
von Branchetti et al. unterstützten die hier vorliegenden Ergebnisse, da sie das 
gleiche Verteilungsmuster in der Aortenwand mit einer Akzentuierung auf der 
Adventitia nachweisen konnten (Branchetti et al. 2014). Vorangegangene 
Studien charakterisierten die von der Adventitia ausgehenden Inflammation als 
eine Ursache für die Entstehung von Aortenaneurysmen (Tang et al. 2005; He et 
al. 2006). Mit der Kenntnis, dass S100A12 pro-inflammatorische Eigenschaften 
trägt, könnte es demnach eine Assoziation zwischen der adventitialen 
S100A12-Expression und der dortigen Inflammation geben. Die geringe 
Expression von S100A12 in den aortalen Aneurysmaproben weist eher auf eine 
untergeordnete Rolle dieses Proteins bezüglich der Pathogenese von 
Aortenaneurysmen hin. Mit Hinblick auf die Studie von Das et al., die ebenfalls 
eine niedrige S100A12-Expression in Aortenaneurysmen feststellen konnten, ist 
eine Hochregulierung von S100A12 vielmehr mit der Aortendissektion assoziiert 
(Das et al. 2012). 
Hinsichtlich eines möglichen Zusammenhangs zwischen der 
S100A12-Expression und der Atherogenese konnte eine signifikante, schwach 
positive Korrelation festgestellt werden, welche im Einklang mit der aktuellen 
Studienlage steht (Goyette et al. 2009; Oesterle und Bowman 2015). 
Schlussfolgerung: Die Untersuchungen dieser Arbeit haben ergeben, dass 
S100A6 signifikant erhöht im Aortengewebe der BAV- gegenüber dem der 
TAV-Patienten exprimiert ist. Es liegt nahe, dass die RAGE-abhängige 
apoptotische Eigenschaft des S100A6 eine bedeutende Rolle in der 
Pathogenese des Aortenaneurysmas und der Aortendissektion bei 
BAV-Patienten spielen könnte. 
S100A12 ist in den untersuchten dilatierten Aortenproben sehr gering exprimiert 
und spielt demzufolge vermutlich eine untergeordnete Rolle in der Pathogenese 
von Aortenaneurysmen. Das spezifische Verteilungsmuster des S100A12 in der 
Adventitia und dessen bekannten pro-inflammatorischen Eigenschaften lassen 
vermuten, dass dieses Protein in inflammatorische Vorgänge involviert ist, die 
vielmehr in der Pathogenese der Aortendissektion beteiligt sind. Weiterhin konnte 
festgestellt werden, dass S100A12 an der Atherogenese beteiligt ist. 
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